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Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine Augenerkrankung bei Pferden, die 
mit einer Prävalenz von circa 10% weltweit die häufigste Ursache für den Verlust des 
Visus bei Pferden darstellt (Gilger and Michau 2004, Deeg 2009). Die Ätiologie dieser 
entzündlichen Augenerkrankung ist bisher nicht bekannt, jedoch weiß man, dass es 
sich um ein immun-mediiertes Geschehen handelt, das durch die Einwanderung von 
Entzündungszellen in das Augeninnere gekennzeichnet ist (Gilger et al. 1999, Deeg 
et al. 2001, Deeg et al. 2007a). Die für die ERU charakteristischen, spontan 
wiederkehrenden Entzündungsschübe führen zu sehr schmerzhaften, entzündlichen 
Veränderungen wichtiger Strukturen des Pferdeauges, wie der Choroidea, der Iris, 
des Ziliarkörpers und vor allem der Retina (Deeg et al. 2002a). Aufgrund der bisher 
fehlenden Ätiologie und der noch unvollständig bekannten Pathogenese ist weiterhin 
intensive Forschung auf dem Gebiet der ERU in der Veterinärmedizin nötig. Die ERU 
ist jedoch nicht nur veterinärmedizinisch, sondern auch für die Humanmedizin von 
großer Bedeutung, da sie das einzige spontane Tiermodell für die autoimmune 
Uveitis des Menschen darstellt und somit eine Übertragbarkeit vieler Pathogenese- 
Mechanismen von der ERU auf die Erkrankung des Menschen ermöglicht (Deeg et 
al. 2008). 
Bei der ERU kommt es zum Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke (BRS) (Deeg 
et al. 2004, Deeg et al. 2007a), die aus einer inneren und äußeren Barriere besteht, 
wobei die innere BRS vom Endothel retinaler Gefäße und die äußere BRS vom 
retinalen Pigmentepithel (RPE) gebildet wird (Cunha-Vaz 1976). Die Endothelzellen 
und die RPE-Zellen werden von interzellulären Verbindungen, sogenannten Tight-
Junctions, eng zusammengehalten und bilden eine dichte Barriere (Kaur et al. 2008). 
Aktivierte Entzündungszellen sind in der Lage diese Barriere bei der ERU zu 
überwinden (Degroote et al. 2012). Subretinale Ansammlungen von 
Entzündungszellen, unter denen sich Pigment-enthaltende Makrophagen befanden, 
deuteten auf deren Übertritt durch das RPE, somit durch die äußere BRS hin (Deeg 
et al. 2002a, Deeg et al. 2002b). Das RPE spielt im Pferdeauge als Barrierestruktur 
eine entscheidende Rolle, da Pferde eine weitgehend avaskuläre Retina besitzen 
(Ehrenhofer et al. 2002, Eberhardt et al. 2011). Um physiologische und 







infiltrierenden Entzündungszellen bei der ERU zu verstehen, sowie davon abgeleitete 
Hypothesen in vitro validieren zu können, bedarf es eines Zellkulturmodells dieser 
funktionellen Barriere des Pferdes. Deshalb war es das Ziel dieser Arbeit, eine 
equine RPE-Zelllinie zu etablieren und die Gemeinsamkeiten, sowie Unterschiede 









2.1 Equine rezidivierende Uveitis 
 
2.1.1 Charakterisierung und Bedeutung der equinen rezidivierenden Uveitis 
 
Bei der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU) handelt es sich um eine entzündliche 
Augenerkrankung des Pferdes, welche einen spontanen und wiederkehrenden 
Charakter aufweist (Gilger et al. 1999, Deeg et al. 2001). Auch bezeichnet als 
Mondblindheit, Iridozyklitis oder Periodische Augenentzündung (Gilger and Michau 
2004), tritt die ERU mit einer hohen Prävalenz von ungefähr 10 % in der 
Gesamtpferdepopulation auf und ist weltweit der Hauptgrund für den Verlust des 
Visus bei Pferden (Deeg et al. 2008, Deeg 2009). Obwohl die Ätiologie dieser 
Augenerkrankung noch nicht geklärt wurde, ist bisher bekannt, dass es sich bei der 
ERU um eine autoimmune T-Zell-mediierte Erkrankung handelt (Degroote et al. 
2012, Zipplies et al. 2012), wofür vor allem die Rekurrenz, die Infiltration mit 
aktivierten T-Lymphozyten im Augeninneren, sowie die positive Auswirkung einer 
Therapie mit Kortikosteroiden sprechen (Gilger et al. 1999, Deeg et al. 2001, Gilger 
and Michau 2004). Während einer Entzündungsphase kommt es zum Übertritt von T-
Lymphozyten aus dem Blut in den Glaskörper des betroffenen Pferdeauges, wobei 
es sich vornehmlich um autoreaktive CD4+ T-Zellen handelt, welche die Blut-Retina-
Schranke (BRS) des betroffenen Pferdeauges überwinden und zur Zerstörung von 
intraokulären Strukturen führen (Deeg et al. 2001, Gilger et al. 2010). 
Charakteristisch für die ERU ist, dass Phasen der akuten, oft sehr schmerzhaften 
Entzündung sich mit Phasen der Symptomlosigkeit abwechseln, was die 
Diagnosestellung der ERU sehr schwierig macht (Gilger and Michau 2004). In der 
Entzündungsphase prägen unter anderem Photophobie, Miosis, Hornhautödeme, 
hintere Synechien und Blepharospasmus das klinische Bild der ERU – abhängig vom 
Schweregrad (Spiess 1997, Gilger and Michau 2004). Histologisch sind in dieser 
Phase Veränderungen an intraokulären Strukturen zu verzeichnen, bedingt durch die 
Infiltration mit T-Lymphozyten in die Choroidea, die Iris, den Ziliarkörper und die 






Prävalenz, der starken Schmerzen und des damit einhergehenden Leids betroffener 
Tiere ist es notwendig, dass weitere Forschung auf dem Gebiet der ERU betrieben 
wird, um die Ätiologie und Pathogenese vollständig zu verstehen und in Zukunft 
kausal therapieren zu können. Zudem ist die ERU nicht nur veterinärmedizinisch, 
sondern auch auf dem Gebiet der Humanmedizin von höchstem Interesse, da das 
Pferd mit der spontan auftretenden ERU das einzige Tiermodell für die ebenfalls 
spontan auftretende autoimmune Uveitis des Menschen darstellt (Deeg et al. 2008). 
 
 
2.1.2 Ätiologie und Pathogenese der ERU 
 
Obwohl die ERU bereits Anfang des 19. Jahrhunderts von James Wardrop als 
besondere Entzündung (Engl.: „specific inflammation“) beschrieben wurde (Paglia et 
al. 2004), bleibt die Ätiologie dieser entzündlichen Augenerkrankung bislang 
ungeklärt (Swadzba et al. 2012). Die Wissenschaft richtete ihren Blick auf 
verschiedene infektiöse Erreger, wie Bakterien oder Parasiten (Alexander and Keller 
1990, Gilger et al. 2008), jedoch zeichnete sich in den letzten Jahren ab, dass es 
sich bei der ERU um ein immun-mediiertes Geschehen handelt (Deeg et al. 2001, 
Gilger et al. 2010). Vor allem der wiederkehrende Charakter der Erkrankung, der 
geringe Erfolg einer Therapie mit Antibiotika und der im Gegenzug 
erfolgsversprechende Einsatz von Kortikosteroiden sprachen maßgeblich für die 
ERU als immun-mediiertes Geschehen (Deeg et al. 2001). Verschiedene retinale 
Antigene, wie das S-Antigen (S-Ag) und das Interphotorezeptor Retinoid-bindende 
Protein (IRBP) wurden bereits bei ERU kranken Pferden als retinale Autoantigene 
identifiziert (Deeg et al. 2001). Weitere Autoantigene, die in den Folgejahren 
identifiziert werden konnten, waren zelluläres Retinaldehyd-bindendes Protein 
(CRALBP) (Deeg et al. 2006b) und die Malat-Dehydrogenase (MDH) (Deeg 2009), 
wovon CRALBP auch bei der autoimmunen Uveitis des Menschen als Autoantigen 
bestätigt werden konnte (Deeg et al. 2007b). Gemein haben alle diese Autoantigene, 
dass sie eine T-Zell-mediierte Immunantwort mit Bildung von Autoantikörpern gegen 
diese entsprechenden Autoantigene auslösen (Deeg et al. 2001, Deeg 2009). 
Aktivierte T-Lymphozyten, vor allem CD4+ T-Zellen, durchdringen die BRS und 






und zerstören (Deeg et al. 2001, Gilger et al. 2010). Dieser Einstrom von 
Entzündungszellen in das Augeninnere ist bedingt durch einen Zusammenbruch der 
BRS bei an ERU erkrankten Tieren (Deeg et al. 2004, Deeg et al. 2007a). Die BRS 
besteht aus zwei Komponenten, einer inneren und einer äußeren Barriere (Cunha-
Vaz 1976) und ist maßgeblich daran beteiligt das Immunprivileg des Auges (Streilein 
1999) aufrecht zu erhalten (Crane and Liversidge 2008, Mochizuki et al. 2012). Da 
die BRS sich direkt zwischen der Blutseite und dem Augeninneren befindet, steht sie 
mit den im Blut zirkulierenden Immunzellen und Antikörpern als wichtige Barriere-
Struktur in direktem Kontakt. Neben T-Lymphozyten wurden Autoantikörper gegen 
retinale Antigene in Glaskörperproben erkrankter Tiere gefunden, wohingegen 
absolut keine Antikörper in Glaskörperproben gesunder Kontrolltiere nachgewiesen 
wurden (Deeg et al. 2001).  
Mechanismen, welche die Entstehung charakteristisch wiederkehrender 
Entzündungsschübe bei der ERU, sowie bei anderen immun-mediierten 
Erkrankungen wie beispielsweise Multipler Sklerose erklären können, sind 
molekulare Mimikry, die Bystander Aktivierung, sowie Epitop Spreading (Deeg et al. 
2006a, Fujinami et al. 2006). Das Phänomen des Epitop Spreading bei der ERU 
konnte 2006 in einer Studie nachgewiesen werden (Deeg et al. 2006a). In einem 
Vergleich der Immunreaktivität von T-Lymphozyten gegen Epitope von S-Ag und 
IRBP bei gesunden und kranken Tieren wurde gezeigt, dass bei den kranken Tieren 
sich die Reaktivität von T-Lymphozyten gegen Epitope des IRBP zu einer Reaktivität 
gegen Epitope des S-Ag verschob (Deeg et al. 2006a). Dieses als intermolekulares 
Epitop Spreading bezeichnete Phänomen, bei dem die Verschiebung der T-Zell-
Reaktivität von einem Epitop zum nächsten mit einer erneuten Entzündungphase 
einhergeht, könnte ein Schlüsselelement für den spezifischen periodischen Verlauf 
der ERU darstellen (Deeg et al. 2006a).  
 
 
2.1.3 Klinisches Bild und Histopathologie der ERU 
 
Das klinische Bild einer ERU kann sehr vielfältig sein, zumal sich bei einem an ERU 
erkrankten Tier Phasen der akuten Entzündung des betroffenen Auges mit Phasen 






Symptomen, ein Charakteristikum der ERU darstellt (Gilger and Michau 2004). 
Außerdem können die Entzündungsschübe in ihren Schweregraden variieren und 
nach einer Phase der Symptomlosigkeit einen noch schwereren klinischen Verlauf 
als zuvor nehmen (Gilger and Michau 2004). Grundsätzlich können Pferde jedes 
Alters an ERU erkranken, jedoch sind die meisten Tiere 4-6 Jahre alt, wenn sie den 
ersten Entzündungsschub erleiden (Gilger and Michau 2004). 
Zu den typischen klinischen Symptomen, welche bei der ERU entstehen können 
zählen unter anderem Schmerzhaftigkeit, Photophobie, Blepharospasmus, 
Lakrimation und Miosis (Spiess 1997, Gilger and Michau 2004). Des Weiteren 
können Kammerwassertrübung, Hornhaut- und periokuläre Ödeme, hintere 
Synechien und auch Katarakt entstehen (Gilger and Michau 2004). Bei der ERU 
kommt es zudem zu einem Zusammenbruch der BRS (Deeg et al. 2007a).  
Die innere BRS wird von miteinander verbundenen Endothelzellen retinaler Gefäße, 
der äußere Anteil der BRS vom dicht miteinander verbundenen retinalen 
Pigmentepithel (RPE) gebildet (Cunha-Vaz 1976, Kaur et al. 2008). Aktivierte 
Entzündungszellen, vornämlich CD4+ T-Lymphozyten sind in der Lage die Barriere 
zu überwinden und in das Augeninnere zu gelangen (Gilger et al. 1999, Deeg et al. 
2001, Deeg et al. 2007a). Massive subretinale Ansammlungen von 
Entzündungszellen, worunter Pigment-enthaltende Makrophagen waren, deuteten 
auf den Übertritt dieser Entzündungszellen durch die äußere Barriere hin (Gilger et 
al. 1999, Deeg et al. 2002a, Deeg et al. 2002b). Pferde weisen vergleichsweise eine 
weitgehend avaskuläre Retina auf (Ehrenhofer et al. 2002), was dem RPE als 
Barriere eine entscheidende Rolle im Pferdeauge verleiht. 
Mit dem Zusammenbruch der Schranke und der Einwanderung von 
Entzündungszellen entstehen Gewebeveränderungen an der Retina, die sich 
histologisch zu allererst an den dem RPE direkt benachbarten äußeren Segmenten 
der Photorezeptoren zeigen (Deeg et al. 2002a). Mit zunehmender Stärke der 
Entzündung weitet sich die Zerstörung des Gewebes immer weiter aus und führt zum 
Verlust retinaler Architektur, Entstehung subretinaler Ödeme und schließlich zur 
Ablösung der Retina – ausgehend von den äußeren Segmenten der Photorezeptoren 
über die äußere Körnerschicht, Horizontal- und Bipolarzellen, bis hin zur inneren 
Körnerschicht der Retina (Deeg et al. 2002a). Entzündungsbedingte Veränderungen 






lymphoide Follikel auch in anderen wichtigen Strukturen des Pferdeauges, wie der 
Iris und dem Ziliarkörper wiederfinden (Gilger et al. 1999, Deeg et al. 2002a).  
Interessanterweise schreiten diese histopathologischen Veränderungen auch in einer 
Phase der klinischen Symptomlosigkeit und nicht nur während einer Phase der 
akuten Entzündung voran (Deeg et al. 2002a, Deeg et al. 2002b).  
 
2.2 Autoimmune Uveitis 
 
2.2.1 Autoimmune Uveitis des Menschen 
 
Uveitis bezeichnet eine klinisch vielfältige Gruppe von entzündlichen Erkrankungen 
des inneren Auges, die häufig bei heranwachsenden und jungen Menschen 
vorkommt und charakterisiert wird durch Beeinträchtigung des Sehvermögens, 
Zerstörung von retinalem Gewebe - bis hin zur Erblindung (Barisani-Asenbauer et al. 
2012, Ruggieri et al. 2012). Abhängig vom Schweregrad kann die Entzündung viele 
Gewebe des Auges, wie Choroidea, Iris, Ziliarkörper, Sklera, Kornea, Glaskörper, 
sowie Retina und den optischen Nerv nachhaltig schädigen (Barisani-Asenbauer et 
al. 2012). Aufgrund experimenteller und klinischer Arbeiten wurden immun-mediierte 
Mechanismen für die Aufrechterhaltung der entzündlichen Prozesse im Auge 
verantwortlich gemacht (Caspi 2010, Ruggieri et al. 2012). Diese können traumatisch 
bedingt sein (Mete et al. 2011), im klinischen Verlauf systemischer Erkrankungen, 
wie beispielsweise Multipler Sklerose, Sarkoidose, Morbus Behçet oder der Vogt-
Koyanagi-Harada-Erkrankung entstehen, oder wenn kein Auslöser bekannt ist, 
autoimmuner Natur sein (Caspi 2010, Mochizuki et al. 2012, Soheilian et al. 2013). 
Der Schweregrad der Uveitiden beim Menschen variiert beträchtlich, von 
selbstlimitierend, über wiederkehrend, bis hin zu chronisch (Soheilian et al. 2013). 
Patienten mit Uveitis unbekannter Ätiologie zeigen häufig Immunreaktionen gegen 
die retinalen Proteine S-Ag und IRBP, jedoch ist immer noch unklar, ob 
Immunreaktionen gegen diese Autoantigene der Auslöser für das immun-mediierte 
Geschehen sind (Caspi 2010). Lange Zeit galten Kortikosteroide (topisch oder 
systemisch angewandt), als einzige Therapiemöglichkeit bei autoimmuner Uveitis 






Therapiemöglichkeiten wurde durch die Einführung neuer chirurgischer 
Behandlungsmethoden, wie der Pars-Plana-Vitrektomie ergänzt (Svozilkova et al. 
2011, Soheilian et al. 2013). Da jedoch die immunsuppressive Behandlung bei 
autoimmuner Uveitis immer noch an erster Stelle steht, wird ständig an weiteren 
neuen immunsupprimierenden Therapeutika mit geringeren Nebenwirkungen als 
bisher geforscht (Hennig et al. 2012). Die Einführung und Etablierung einer 
experimentell induzierbaren autoimmunen Uveitis (EAU) im Tiermodell (Aronson 
1965, Wacker and Lipton 1965) und die damit im Zusammenhang stehende 
Entdeckung des retinalen Autoantigens S-Ag von Wacker und seinen Kollegen 
(Wacker et al. 1977), sowie weiterer Autoantigene führte dazu, dass sich seitdem das 
Verständnis für pathologische Mechanismen bei der autoimmunen Uveitis ständig 
verbesserte (Mochizuki et al. 2012). Die jedoch bisher unbekannte Ätiologie und 
genaue Pathogenese, sowie das Fehlen kausaler Therapiemöglickkeiten 
verdeutlichen warum auch heute noch intensive Forschung auf dem Gebiet der 
autoimmunen Uveitis des Menschen betrieben werden muss. 
 
 
2.2.2 Experimentell induzierbare autoimmune Uveitis (EAU) 
 
In der Mitte des 20. Jahrhunderts wurden tierexperimentelle Versuche durchgeführt, 
bei denen Meerschweinchen homogenisierte, in Freund´s Adjuvans gelöste Uvea 
oder Retina als Gewebelysat subkutan injiziert wurde, woraufhin die Tiere eine 
Uveitis entwickelten (Aronson 1965, Wacker and Lipton 1965). Aronson, der die 
gesamte Uvea als Gewebelysat injizierte, konnte bei über 50% der Meerschweinchen 
eine Uveitis auslösen (Aronson 1965). Wacker, der Retina als Gewebelysat injizierte, 
konnte sogar bei über 80% der Tiere eine Uveitis hervorrufen (Wacker and Lipton 
1965). Diese Forscher bezogen sich damals schon auf Versuche und Thesen aus 
den Anfängen des 20. Jahrhunderts von Elschnig und Collins (Aronson 1965), die 
Uveitis als ein autoimmunes Geschehen mit Beteiligung von Autoantigenen in 
Betracht zogen (Aronson 1965). Ihre Forschungsarbeiten bildeten die Grundlage für 
die spätere Entdeckung des S-Ag als retinales Autoantigen bei der autoimmunen 
Uveitis (Wacker et al. 1977). 







vieler grundlegender Fragestellungen entzündlicher Erkrankungen des Auges, sowie 
die Entdeckung retinaler Autoantigene zuließen (Nussenblatt 1990). Zu den am 
besten charakterisierten Autoantigenen zählen das S-Ag, ein 48 kDa-Protein, 
welches eine Rolle bei der Phototransduktion des Auges spielt und IRBP, ein 140-
kDa großes Protein, welches unter anderem Vitamin A Derivate zwischen den 
Photorezeptoren und dem RPE transportiert (Caspi 1999). Im Tiermodell konnte eine 
Uveitis experimentell bislang bei Meerschweinchen (De Kozak et al. 1976), 
Kaninchen (Eisenfeld et al. 1987), Ratten (Wildner et al. 2008), Mäusen (Caspi et al. 
1988), Pferden (Deeg et al. 2002b, Deeg et al. 2004, Deeg et al. 2006b) und 
Primaten (Sanui et al. 1990) induziert werden. S-Ag stellt ein Uveitogen bei 
Meerschweinchen, Ratten und Primaten dar, wohingegen IRBP stark uveitogen bei 
Ratten, Mäusen, Kaninchen, Pferden und Primaten wirkt (Deeg et al. 2002b, 
Gasparin et al. 2012). Durch S-Ag konnte auch eine Uveitis beim Pferd ausgelöst 
werden, jedoch war das uveitogene Potential von S-Ag beim Pferd geringer (1 von 5 
Pferden entwickelte eine Uveitis), als das von IRBP (Uveitis bei allen immunisierten 
Tieren ausgelöst) (Deeg et al. 2004). Bei Lewis-Ratten löste S-Ag eine Uveitis mit 
deutlichen Veränderungen an der Retina und der Choroidea aus, wohingegen die 
klinischen Anzeichen einer Uveitis bei Meerschweinchen und Primaten schwächer 
ausgeprägt waren (Gasparin et al. 2012). Die klinischen und pathologischen 
Charakteristika der experimentellen autoimmunen Uveitis (EAU) hängen somit von 
der Spezies und dem injizierten Antigen ab, jedoch haben alle gemein, dass eine T-
Zell-mediierte Immunantwort mit vornehmlicher Beteiligung von CD4+ T-
Lymphozyten induziert wird (Gasparin et al. 2012, Mochizuki et al. 2012) und dass es 
zu einem Zusammenbruch der BRS kommt (Greenwood et al. 1994, Nicholson et al. 
2012). Mit der erfolgreichen Induktion der EAU im Mausmodell (Caspi et al. 1988) 
wurde eine Möglichkeit geschaffen, die Mechanismen der EAU an transgenen und 
Knock-Out-Mäusen zu erforschen (Mochizuki et al. 2012). Auch die Ratte wurde 
aufgrund der Induzierbarkeit von Uveitis mit den genannten Antigenen als Tiermodell 
zur Erforschung der EAU herangezogen (Wildner et al. 2008). Obwohl diese 
Nagermodelle überaus wertvoll für die Erforschung der pathologischen Mechansimen 
der Uveitis waren und immernoch sind, spiegelt keines entsprechende klinische und 
histopathologische Veränderungen analog zur autoimmunen Uveitis des Menschen, 







Nichtsdestotrotz scheinen EAU Modelle zentrale Eigenschaften der Erkrankung beim 
Menschen, wie die Reaktivität gegen S-Ag und IRBP, sowie eine T-Zell-mediierte 
Immunantwort wiederzugeben und sind somit für die Erforschung der autoimmunen 
Uveitis beim Menschen unerlässlich geworden (Caspi 2010). 
 
 
2.2.3 Die ERU als Modell für die autoimmune Uveitis des Menschen 
 
Die ERU weist im Gegensatz zu anderen experimentell induzierten Tiermodellen den 
Vorteil auf, dass sie sich spontan entwickelt, was eine direkte Übertragbarkeit vieler 
Pathogenese-assoziierter Mechanismen auf die autoimmune Uveitis des Menschen 
möglich macht und beschert der ERU somit als Tiermodell einen besonderen 
Stellenwert (Deeg et al. 2008). Es herrscht eine deutliche Übereinstimmung zwischen 
der ERU und der autoimmunen Uveitis des Menschen bezüglich ihrer klinischen und 
immunpathologischen Ausprägung (Deeg et al. 2002a, Deeg et al. 2008). Wie bei der 
autoimmunen Uveitis des Menschen und den beschriebenen Tiermodellen, 
beispielsweise dem Maus- oder Rattenmodell (Wildner et al. 2008, Caspi 2010) 
wurden S-Ag und IRBP als retinale Autoantigene bei der ERU identifiziert (Deeg et 
al. 2002b, Deeg et al. 2004). Durch die Etablierung der Trans-Pars-Plana-Vitrektomie 
als Behandlungsmethode der ERU in der Veterinärmedizin (Werry and Gerhards 
1992) wurde die Zugänglichkeit zu Glaskörpern von an ERU erkrankten Pferden als 
Probenmaterial in großen Mengen ermöglicht, was einen Vorteil bei der Suche nach 
weiteren Autoantigenen in der Uveitisforschung darstellt.  
So konnten neben S-Ag und IRBP im Laufe der Zeit weitere Autoantigene, darunter 
CRALBP, ein bis dahin noch unbekanntes retinales Autoantigen, bei der ERU 
identifiziert werden (Deeg et al. 2006b). Durch subkutane Injektion von CRALBP 
(gelöst in Freund´s Adjuvans) konnte Uveitis bei gesunden Pferden induziert werden 
und durch Re-Injektion auch wiederkehrende Entzündungsschübe ausgelöst werden 
(Deeg et al. 2006b). Auch im Rattenmodell (Lewis-Ratte) konnte durch Injektion von 
CRALBP experimentell Uveitis mit einer Inzidenz von 100% ausgelöst werden, 
jedoch war diese Uveitis im Gegensatz zu der beim Pferd eine monophasische, nicht 
re-induzierbare Uveitis (Deeg et al. 2006b). Kurz darauf konnte CRALBP auch als 






machte somit das Pferd zu einem der wichtigsten Tiermodelle in der Uveitisforschung 
(Deeg et al. 2007b).  
Ein weiterer Aspekt, der das Pferd zu einem höchst wertvollen Modelltier in der 
Uveitisforschung macht, ist die Tatsache, dass Uveitis beim Pferd zum einen spontan 
in Form von ERU, zum anderen auch experimentell durch die Injektion von retinalen 
Autoantigenen induziert werden kann (Deeg et al. 2002b, Deeg et al. 2004, Deeg et 
al. 2006b). Dabei wurde gezeigt, dass IRBP ein äußerst potentes Uveitogen darstellt, 
welches Uveitis bei allen immunisierten Pferden induzieren konnte und in ihrer 
entweder einseitigen oder beidseitigen Ausprägung der spontan auftretenden 
Erkrankung entsprach (Deeg et al. 2002b). Eine einzigartige Besonderheit bestand 
darin, dass sich die Entzündungsschübe bei allen Tieren an verschiedenen 
Zeitpunkten durch erneute Injektion von IRBP re-induzieren ließen (Deeg et al. 
2002b). Die induzierten, sowie re-induzierten Entzündungsschübe bei den Tieren 
waren zeitlich präzise absehbar, was einen Vorteil gegenüber anderen Tiermodellen, 
wie dem Mausmodell, darstellt, das nur kaum vorhersehbare spontane Rezidive 
aufweist (Caspi 1999, Deeg et al. 2002b). 
Das uveitogene Potential bei der experimentellen Induktion der Uveitis mit S-Ag beim 
Pferd erwies sich als deutlich geringer, mit nur einem klinisch erkrankten Tier von 
insgesamt fünf getesteten (Deeg et al. 2004). Dieses Pferd entwickelte eine Uveitis 
mit einem monophasischen Verlauf bei dem eine Re-induzierbarkeit des klinisch 
erkrankten Tieres ohne Erfolg blieb, was dem charakteristischen Bild der ERU als 
rezidivierende Erkrankung beim Pferd wiederspricht (Deeg et al. 2004).  
Nach der Identifizierung von CRALBP als weiteres potenzielles Autoantigen wurden 
Induktionsversuche auch mit diesem Protein durchgeführt, im Zuge dessen 
gesunden Pferden subkutan in Freund´s Adjuvans gelöstes CRALBP injiziert und 
eine Uveitis mit einer Inzidenz von 100% induziert werden konnte (Deeg et al. 
2006b). Im Vergleich zu den Uveitiden, die durch IRBP ausgelöst wurden, 
beschränkten sich die Entzündungserscheinungen nach CRALBP-Induktion auf den 
hinteren Bereich des Auges (Deeg et al. 2006b). Die Entzündungsschübe konnten, 
wie bei der Induktion mit IRBP, durch erneute Injektion re-induziert werden (Deeg et 
al. 2006b).  
Ein weiterer Punkt, der für die Wichtigkeit des Pferdes als Tiermodell spricht, liegt in 







Aufgrund der Bezugsmöglichkeit von Material aus Pferdeschlachthöfen ist man in der 
Lage vergleichende Analysen zwischen gesunden und erkrankten Tieren 
durchzuführen. So kann man beispielsweise das retinale Proteom gesunder Tiere mit 
dem von an ERU erkrankten Tieren vergleichen und hat dadurch die Möglichkeit 
differenziell regulierte Proteine und auch weitere Autoantigene aufzudecken.  
Die ERU stellt wegen ihrer spontan entstehenden Entzündungsschübe und der damit 
verbundenen Übertragbarkeit auf die autoimmune Uveitis des Menschen (Deeg et al. 
2007b, Deeg et al. 2008), aber gleichzeitig auch wegen ihrer Induzierbarkeit (Deeg et 
al. 2002b) ein sehr wertvolles Tiermodell für die Erforschung der Erkrankung beim 
Menschen dar. Die ERU ermöglicht die bei Beobachtung der spontanen Erkrankung 
entstandenen Hypothesen direkt im Tiermodell zu verifizieren, indem das Pferd 
selbst als Versuchstier dient (Deeg et al. 2008). 
 
2.3 Die Blut-Retina-Schranke (BRS) 
 
2.3.1 Das Immunprivileg des Auges 
 
Im Jahr 1948 beobachtete Peter Medawar, dass transplantierte Hautstücke in der 
vorderen Augenkammer von Kaninchen, solange noch keine Blutgefäße in das 
betroffene Gebiet eingewachsen waren, länger verweilten als in anderen Bereichen 
des Körpers, ohne dass es zu einer Abstoßungsreaktion kam (Medawar 1948). Er 
war der erste, der die immunologische Signifikanz dieses Verweilens von 
transplantierten Hautstücken in der vorderen Augenkammer erkannte und prägte mit 
seinen damaligen Erkenntnissen den heutigen Begriff „Immunprivileg des Auges“ 
(Medawar 1948, Niederkorn and Stein-Streilein 2010, Taylor and Kaplan 2010). Das 
Auge zählt neben dem Gehirn, dem Rückenmark, den Hoden und dem Uterus zu 
dieser Gruppe von Organen, die man als immunprivilegierte Organe bezeichnet 
(Benhar et al. 2012). Die Hypothese ist, dass sich dieses Privileg im Laufe der 
Evolution bei diesen unverzichtbaren Geweben, die eine eher geringe 
Regenerationsfähigkeit aufweisen, entwickelt hat (Benhar et al. 2012). Frühere 
Ansichten, dass das Immunprivileg darin besteht, Immunzellen völlig aus den 







dass dieser privilegierte Status darin besteht, dass diese Organe eine Immunantwort 
gegen bestimmte Antigene lediglich unterdrücken und limitieren (Niederkorn and 
Stein-Streilein 2010, Benhar et al. 2012). Das Immunprivileg stellt nach heutigem 
Verständnis also keine immunologische Ignoranz der jeweiligen Organe dar, sondern 
mehr einen dynamischen Prozess, welcher verschiedene physiologische, 
anatomische und immunologische Eigenschaften vereint (Niederkorn and Stein-
Streilein 2010, Niederkorn 2012). Zu den immunologischen Eigenschaften zählen 
unter anderem viele verschiedene immunsupprimierende Faktoren, wie 
Transformierender Wachstumsfaktor beta (TGFβ), Vasoaktives intestinales Peptid 
(VIP) oder Makrophagen-Migrations-inhibitorischer Faktor (MIF), welche 
beispielsweise in der vorderen Augenkammer vorhanden sind (Niederkorn and Stein-
Streilein 2010). Aber auch das RPE vermag immun-modulatorisch wirksame 
Mediatoren, wie CD54 und Prostaglandin E2 zu produzieren und trägt somit aktiv 
zum Immunprivileg des Auges bei (Wallace et al. 2013). Des Weiteren gibt es 
membrangebundene Moleküle auf der Oberfläche verschiedener Zellen des 
Augeninneren, die Apoptose bei aktivierten T-Lymphozyten induzieren können, wenn 
es solche ins Augeninnere geschafft haben (Niederkorn and Stein-Streilein 2010). 
Sowohl die gelösten, als auch die zellgebundenen Moleküle sind grundsätzlich in der 
Lage, Immunantworten von Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems 
zu unterdrücken (Niederkorn and Stein-Streilein 2010). Zu den anatomischen 
Eigenschaften des Immunprivilegs des Auges zählen zum einen das Fehlen des 
Lymphabflusses im Auge (Taylor 2009), zum anderen anatomische Strukturen, wie 
die Kornea, Konjunktiva, Uvea und periokuläre Faszien, die eine Reihe von Zellen 
des angeborenen Immunsystems beherbergen und somit in der Lage sind bei Bedarf 
Mediatoren freizusetzen und so das Immunprivileg des Auges zu bewahren 
(Forrester and Xu 2012). Eine weitere anatomische Besonderheit des Auges, die 
einen wichtigen Bestandteil des Immunprivilegs des Auges darstellt ist die BRS 
(Crane and Liversidge 2008, Taylor 2009, Forrester and Xu 2012), auf welche im 










2.3.2 Aufbau und Funktion der BRS 
 
Strukturen, die im Augeninneren lokalisiert sind, werden durch die BRS vom Blut- 
und Lymphgefäßsystem getrennt (Forrester and Xu 2012). Die BRS umfasst zwei 
Komponenten, welche als Gesamtheit die BRS bilden. Diese beiden Komponenten 
werden als innere und äußere BRS bezeichnet und werden im Fall der inneren BRS 
durch das Endothel retinaler Gefäße und im Fall der äußeren BRS durch das RPE 
gebildet (Kaur et al. 2008, Forrester and Xu 2012). Die innere BRS wird geprägt 
durch das Vorhandensein dichter interzellulärer Verbindungen, den sogenannten 
Tight-Junctions, zwischen den einzelnen Endothelzellen retinaler Gefäße (Kaur et al. 
2008). Die Besonderheit retinaler Gefäße liegt darin, dass ihnen durch das 
Vorhandensein der Tight-Junctions der inneren BRS eine Dichtigkeit verliehen wird, 
welche den Übertritt von Entzündungszellen und anderen Makromolekülen aus dem 
Blutkreislauf in das Augeninnere einschränkt (Kaur et al. 2008, Niederkorn and Stein-
Streilein 2010). Weitere Strukturen, die im Wesentlichen den Aufbau und die 
Funktionalität der inneren BRS prägen, sind Astrocyten, Pericyten, Müllerzellen und 
eine Basalmembran (Kaur et al. 2008).  
Die äußere BRS wird gebildet vom RPE, dessen einzelne Zellen ebenfalls durch 
interzelluläre Tight-Junctions dicht miteinander verbunden sind (Kaur et al. 2008). 
Das RPE sitzt mit seiner basalen Seite einschichtig auf der pentalaminären Bruch-
Membran (Sato et al. 2012), welche das RPE von der darunterliegenden 
fenestrierten Choriocapillaris trennt (Kaur et al. 2008). Mit seiner apikalen Seite steht 
es im direkten Kontakt mit den äußeren Segmenten der retinalen Photorezeptoren 
(Kaur et al. 2008). Aufgrund der anatomischen Lage obliegt der BRS eine wichtige 
Aufgabe bei der Aufrechterhaltung des Immunprivilegs des Auges (Crane and 
Liversidge 2008). Zudem ist ihre physiologische Funktion essentiell für die 
strukturelle und funktionelle Integrität der Retina sowie ein intaktes Sehvermögen, 
das durch eingewanderte Makromoleküle in den transparenten Glaskörper getrübt 
und beeinträchtigt werden kann (Kaur et al. 2008, Wisniewska-Kruk et al. 2012). Die 
Charakterisierung des RPE und dessen spezifische Funktionen werden im Abschnitt 








2.3.3 Zusammenbruch der BRS bei ERU und weiteren Augenerkrankungen 
 
Die BRS stellt einen anatomischen Baustein des Immunprivilegs des Auges dar und 
trägt deshalb zum Schutz des Auges vor zerstörerischen Entzündungsprozessen bei 
(Crane and Liversidge 2008). Zellen, wie aktivierte Leukozyten, die diese Schranke 
passieren wollen, werden aufgehalten und inaktiviert, um die Gefahr vor 
schädigenden Immunantworten innerhalb des Auges zu entschärfen (Crane and 
Liversidge 2008). Jedoch kommt es immer wieder vor, dass Zellen es schaffen die 
BRS zu überwinden und dadurch retinale Entzündungsprozesse auslösen, ein 
Phänomen, das als Zusammenbruch der BRS bezeichnet wird (Crane and Liversidge 
2008). Es stellt einen komplexen Prozess dar, an dem verschiedene Faktoren, wie 
Adhäsionsmoleküle, oder Entzündungsmediatoren, wie beispielsweise Vaskulärer 
endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), Tumor-Nekrose Faktor alpha (TNFα) oder 
Interferon gamma (IFNγ), beteiligt sind (Crane and Liversidge 2008). Von einem 
Zusammenbruch der BRS wird im Zusammenhang mit vielen entzündlichen, 
degenerativen Erkrankungen des inneren Auges, wie der altersbedingten 
Makuladegeneration (AMD) (Morohoshi et al. 2009), der proliferativen 
Vitreoretinopathie (PVR) (Alge-Priglinger et al. 2011, Sadaka and Giuliari 2012), der 
diabetischen Retinopathie (Silva et al. 2013), der EAU (Greenwood et al. 1994, 
Nicholson et al. 2012), sowie der ERU (Deeg et al. 2007a, Hauck et al. 2012) 
berichtet.  
Bei der AMD handelt es sich um eine der häufigsten Ursachen von Sehstörungen 
älterer Menschen in entwickelten Ländern (Chen Y. et al. 2010). Die Ätiologie der 
AMD ist noch nicht klar, als Hauptursachen werden jedoch eine Beeinträchtigung der 
Funktionen des RPE angenommen, die durch Alterungsprozesse, schädigende 
Aktivierung des Immunsystems oder durch Sauerstoffradikale bedingt sein können 
(Chen Y. et al. 2010). Verschiedene Faktoren, unter anderem hohes Alter, Rauchen, 
genetische Komponenten oder Bluthochdruck gelten als Risikofaktoren, die die 
Entstehung einer AMD begünstigen (Kinnunen et al. 2012). Aufgrund der gestörten 
Funktion des RPE, deren genaue Ursache bisher noch nicht bekannt ist, kommt es 
zur Degeneration von Photorezeptoren im Bereich der Makula und somit zum Verlust 
des zentralen Sehvermögens - bis hin zur Erblindung (Chen Y. et al. 2010, Kinnunen 







subretinale Ablagerungen von Lipiden, Proteinen und zellulärem Debris, sogenannte 
Drusen, aufweisen (Chen Y. et al. 2010). In fortgeschrittenen Stadien der AMD 
kommt es zur Neovaskularisation im Bereich der Choroidea, die zur Folge haben 
kann, dass subretinale neovaskuläre Membranen, Flüssigkeitsansammlungen, 
Blutungen und die damit verbundene Ablösung des RPE vom Augenhintergrund 
entstehen können – dies wird als exsudative oder feuchte AMD bezeichnet (Chen Y. 
et al. 2010). Eine vermehrte Expression des vasoaktiven Proteins VEGF wird unter 
anderem für die Neovaskularisation bei der AMD verantwortlich gemacht (Nagineni et 
al. 2012). 
Der Begriff proliferative Vitreoretinopathie (PVR) wurde 1983 vom Retina Society 
Terminology Komitee geprägt, um einen Krankheitsverlauf zu beschreiben, der durch 
eine Netzhautablösung ausgelöst wird und sekundär mit der Formierung ektopischer 
Zellfragmente im Glaskörper und im periretinalen Raum einhergeht (Sadaka and 
Giuliari 2012). Bei diesen Fragmenten handelt es sich um proliferierende und 
migrierende narbenähnliche Bindegewebsstücke, die aus transdifferenzierten RPE- 
oder Gliazellen entstanden sind (Zhang W. et al. 2012). Die Proliferation, Migration 
und Differenzierung dieser Gewebe wird zu einem großen Teil durch Zytokine und 
Wachstumsfaktoren gefördert, die durch die retinale Schädigung vermehrt exprimiert 
werden, oder von der Blutseite her Zugang zum Augeninneren gefunden haben 
(Sadaka and Giuliari 2012). Erhöhte Werte an VEGF konnten in Glaskörperproben 
von PVR-Patienten gemessen werden (Citirik et al. 2012). Die Pathogenese der PVR 
ist noch nicht vollständig geklärt, jedoch wird ein autoimmunes Geschehen nicht 
ausgeschlossen, da man im Glaskörper von PVR-Patienten IgG, IgA, IgE, 
Komplementfragmente, CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, sowie 
Makrophagen gefunden hat (Zhang W. et al. 2012). Diese können nur über eine 
gestörte BRS ins Innere des Auges eines PVR-Patienten gelangen, die aufgrund der 
vorangegangenen Netzhautablösung entstanden ist (Sadaka and Giuliari 2012). Eine 
erhöhte Konzentration an S-Ag-spezifischen Autoantikörpern konnte ebenfalls im 
Serum von PVR-Patienten nachgewiesen werden, was zusätzlich für ein immun- 
mediiertes Geschehen bei der PVR spricht (Grisanti et al. 1994, Zhang W. et al. 
2012).  
Die diabetische Retinopathie stellt eine neurodegenerative retinale Erkrankung dar, 







(Silva et al. 2013). Eine Schlüsselrolle bei der Pathogenese der diabetischen 
Retinopathie spielt die gestörte BRS (Silva et al. 2013). Mikrovaskuläre 
Funktionsstörungen, nämlich eine erhöhte Durchlässigkeit auf der einen, sowie 
Gefäßverschluss auf der anderen Seite, führen zu retinaler Neovaskularisation und 
zu Ödemen im Bereich der Makula (Bandello et al. 2013). Aufgrund einer erhöhten 
Konzentration verschiedener Entzündungsmediatoren, wie VEGF, Stickstoffmonoxid, 
sowie Zytokinen und Chemokinen kommt es zu Entzündungsreaktionen im 
betroffenen Bereich (Bandello et al. 2013). Viele der Entzündungsmediatoren sind 
maßgeblich am Zusammenbruch der BRS beteiligt (Bandello et al. 2013). So fördert 
VEGF bei diabetischer Retinopathie die Durchlässigkeit von Gefäßen, indem es 
interzelluläre Verbindungen, die Tight-Junctions, schwächt und so die gesamte 
Barriere beeinträchtigt (Bandello et al. 2013). Obwohl das Auftreten von Diabetes in 
entwickelten Ländern immer mehr ansteigt ist die Prävalenz der diabetischen 
Retinopathie im Vergleich zu früher gesunken und ist auf die heutigen Blutzucker-, 
Blutdruck-, sowie Blutfettkontrollen, sowie die erfolgreiche Therapie des Diabetes 
zurückzuführen (Bandello et al. 2013, Ruta et al. 2013).  
Ein Zusammenbruch der BRS findet ebenfalls bei der EAU statt, was im Mausmodell 
durch Immunisierung mit IRBP (Xu et al. 2003) und im Rattenmodell durch 
Immunisierung mit S-Ag (Luna et al. 1997) gezeigt werden konnte. In beiden 
Modellen kam es nur wenige Tage nach Immunisierung zu einer gesteigerten 
Durchlässigkeit der Gefäße (Luna et al. 1997, Xu et al. 2003), die im Rattenmodell 
immunhistochemisch mit einer vermehrten Extravasation von Albumin aus retinalen 
Gefäßen sichtbar gemacht wurde (Luna et al. 1997). Im weiteren Verlauf der 
Entzündung konnten bei der Ratte Albumin-gefüllte Vakuolen innerhalb von RPE-
Zellen gezeigt werden und schließlich wurde Albumin auch im subretinalen Raum 
nachgewiesen, was bedeutete, dass auch die äußere BRS überwunden wurde (Luna 
et al. 1997). Bereits früher konnte der Zusammenbruch der BRS auch bei der 
Immunisierung von Kaninchen mit IRBP gezeigt werden (Eisenfeld et al. 1987). Da 
das Kaninchen wie das Pferd eine nahezu avaskuläre Retina aufweist (Yu and 
Cringle 2001, Ehrenhofer et al. 2002) scheint auch bei dieser Tierart vor allem die 
äußere BRS beim Zusammenbruch beteiligt zu sein (Eisenfeld et al. 1987). Wie bei 
den bisher genannten entzündlichen Erkrankungen, wird auch bei der EAU über eine 







Barrierefunktion diskutiert (Luna et al. 1997, Vinores et al. 1998, Xu et al. 2003). 
Beim Pferd konnte gezeigt werden, dass durch die Immunisierung mit S-Ag, IRBP, 
sowie CRALBP eine Uveitis ausgelöst werden kann, wodurch es ebenfalls zu einer 
Beeinträchtigung der Barrierestruktur im Pferdeauge kommt (Deeg et al. 2002b, 
Deeg et al. 2004, Deeg 2009). Mit Hilfe der differenziellen Proteomanalytik von 
Glaskörperproben von Pferden wurde gezeigt, dass bestimmte Proteine in 
Glaskörpern von an ERU erkrankten Tieren im Vergleich zu gesunden Kontrollen 
differenziell reguliert waren (Deeg et al. 2007a). Es wurden hohe Konzentrationen an 
Albumin in ERU-Augen gefunden, die bereits auf eine gestörte Barrierefunktion 
hindeuteten (Deeg et al. 2007a). Des Weiteren war Apolipoprotein A1 erhöht, ein 
Protein, welches von RPE Zellen exprimiert wird und auch als differenziell reguliertes 
Protein im RPE und der Retina bei Menschen, die an diabetischer Retinopathie 
leiden, beschrieben wurde (Deeg et al. 2007a, Simo et al. 2009). Ein Protein, dessen 
Konzentration in kranken Glaskörperproben gegenüber gesunden erniedrigt war, ist 
Pigment epithelium-derived factor (PEDF) (Deeg et al. 2007a). PEDF stellt nicht nur 
einen potenten Inhibitor der Angiogenese dar, sondern ist auch für die Stabilisierung 
interzellulärer Tight-Junctions und somit für die Integrität von Barrierestrukturen 
verantwortlich (Deeg et al. 2007a, Ablonczy et al. 2011). Gleichzeitig konnte gezeigt 
werden, dass an Stellen der Retina, wo PEDF erniedrigt war, die Expression von 
VEGF hochreguliert war (Deeg et al. 2007a). 
Bei den genannten entzündlichen Augenerkrankungen des Menschen, bei der EAU, 
aber auch bei der ERU des Pferdes spielte das vasoaktive Protein VEGF eine Rolle 
im Zusammenhang mit Veränderungen der physiologischen Barrierefunktion. Da 
VEGF im Auge vornehmlich von RPE Zellen produziert wird (Ablonczy et al. 2011), 
spricht auch dies für eine entscheidende Beteiligung des RPE an der Pathogenese 
der genannten Augenerkrankungen. 
 
 
2.4 Das RPE und dessen Bedeutung in der Retina 
 
Das Vorhandensein einer physiologischen BRS ist essenziell für die strukturelle und 
funktionelle Integrität der Retina (Kaur et al. 2008). 







Choriocapillaris und den Photorezeptoren der Retina eine wichtige Barriere (Kaur et 
al. 2008). Das Pferd ist aufgrund seiner weitgehend avaskulären Retina (Ehrenhofer 
et al. 2002) größtenteils auf das RPE als Barrierestruktur für den physiologischen 
Funktionserhalt der Retina angewiesen. 
 
 
2.4.1 Lage und Charakterisierung des RPE 
 
Die äußere BRS wird vom RPE, sowie dessen interzellulär lokalisierten Tight-
Junctions gebildet (Kaur et al. 2008, Simo et al. 2010). Bereits einfachste Licht-
wahrnehmende Organe bei Insekten, Mollusken bis hin zu höher entwickelten 
Vertebraten, werden von zwei Zellarten gebildet, nämlich Photorezeptorzellen und 
pigmentierten Zellen (Strauss 1995, Katagiri et al. 2001, Presburg et al. 2002). Diese 
beiden Zellarten hängen bei ihrer funktionellen Differenzierung bereits in der 
embryonalen Entwicklungsphase stark voneinander ab (Strauss 1995, Marmorstein 
et al. 1998a). Zusammen mit den lichtsensitiven Photorezeptoren ist das RPE von 
größter Bedeutung für die Aufrechterhaltung der physiologischen Funktion des 
Sehens (Strauss 2005).  
Das RPE besteht aus einem einschichtigen pigmentierten Epithel, das von kubischen 
Zellen gebildet wird, die durch interzelluläre Tight-Junctions dicht miteinander 
verbunden sind (Simo et al. 2010, Rizzolo et al. 2011). Mit seiner apikalen Seite hat 
das RPE über einen subretinalen Raum Verbindung zu den äußeren Segmenten der 
Photorezeptoren, mit seiner basolateralen Seite steht es mit der Bruch-Membran und 
den fenestrierten, blutführenden Kapillaren der Choroidea in Kontakt (Abb. 1) (Simo 
et al. 2010). Die wichtigsten Funktionen des RPE wie die Absorption von Licht, 
Schutz der Retina vor Photooxidation, Phagozytose, transepithelialer Transport, 
Pufferfunktion, sekretorische Funktionen, sowie wichtige Funktionen im 
Zusammenhang mit dem Retinalzyklus (Strauss 1995, Simo et al. 2010), werden im 









Abb.1: Graphische Darstellung der Lage des RPE in situ. Das RPE (B) liegt zwischen den apikal 
lokalisierten Photorezeptoren (A) und der basal gelegenen Bruch-Membran (C), sowie der 
fenestrierten Gefäße der Choroidea (D). 
 
2.4.2 Lichtabsorption und Schutz der Retina vor Photooxidation durch das RPE 
 
Aufgrund seiner anatomischen Lage hinter der Retina, die ein neuronales Gewebe 
darstellt, welches einer direkten und häufigen Lichteinstrahlung ausgesetzt ist (Simo 
et al. 2010), gehört die Absorption des einfallenden Lichts zu einer der 
Hauptaufgaben des RPE (Hunter et al. 2012). Aufgrund der Lichteinstrahlung kommt 
es zu einem starken oxidativen Stress im Bereich der Retina durch Photooxidation 
von Proteinen und Lipiden, mit Bildung von freien Sauerstoffradikalen, die extrem 
toxisch für retinale Zellen sind (Simo et al. 2010, Hunter et al. 2012). Zusätzlich weist 
die Choroidea eine sehr starke Blutperfusion auf, jedoch wird das reichliche Angebot 
an Sauerstoff nur wenig von der Retina genutzt (Linsenmeier and Padnick-Silver 
2000), weshalb es zusätzlich zu oxidativem Stress von der Seite der Choroidea 
kommt (Jarrett and Boulton 2012). Durch seine pigmentierten Granula kann das RPE 
einfallendes Licht verschiedener Wellenlängen absorbieren und somit das Risiko der 
Zerstörung der Retina durch Photooxidation und der damit verbundenen Bildung 
freier Radikale verringern (Simo et al. 2010). Außerdem besitzt das RPE 
enzymatische Antioxidantien, wie beispielsweise die Superoxide-Dismutase oder 
Catalase, die weitere antioxidative Schutzmechanismen für retinales Gewebe 







2.4.3 Phagozytosefunktion des RPE 
 
Photorezeptoren sind einer direkten und häufigen Lichteinstrahlung ausgesetzt, was 
zu einer Anhäufung von durch Photooxidation zerstörter Proteine und Lipide in den 
Photorezeptoren führt (Sun et al. 2006, Simo et al. 2010). Da sich diese zerstörten 
Strukturen tagtäglich anhäufen und die physiologische Funktionalität der 
Photorezeptoren aufrechterhalten werden muss, unterliegen diese kaputten äußeren 
Segmente der Photorezeptoren einem stetigen Austausch durch neu gebildete (Simo 
et al. 2010). Die äußeren Segmente, welche die größte Belastung an freien 
Sauerstoffradikalen oder zerstörten Proteinen und Lipiden aufweisen, werden von 
den Photorezeptoren abgestreift und ersetzt (Simo et al. 2010). Durch koordiniertes 
Abstreifen und gleichzeitiges Erneuern der äußeren Segmente wird eine konstante 
Größe der Photorezeptorzelle eingehalten (Simo et al. 2010). Das unterhalb der 
Photorezeptoren lokalisierte RPE phagozytiert diese abgestreiften, zerstörten 
Segmente (Simo et al. 2010). Die Phagozytose durch das RPE findet 
tagesrhythmisch mit verstärkter Aktivität bei Dunkelheit statt (Irschick et al. 2004, 
Irschick et al. 2006). Kaputte abgestreifte Segmente der Photorezeptoren werden 
von RPE-Zellen phagozytiert, wobei eine Kaskade entsteht, die mehrere, zeitlich 
abgestimmte Stufen beinhaltet, nämlich Erkennung, Bindung, intrazelluläre 
Informationsleitung, Internalisation und die endgültige Verdauung (Kevany and 
Palczewski 2010). Die an der Phagozytose im RPE beteiligten Rezeptorproteine sind 
unter anderem CD36, MerTK und das Integrin αvβ5 (Finnemann and Nandrot 2006, 
Kevany and Palczewski 2010).  
 
2.4.4 Epitheliale Transportfunktionen des RPE 
 
Das RPE stellt aufgrund seiner Lage zwischen der blutführenden Choroidea und der 
Retina eine wichtige funktionelle Barriere dar, die einen hohen Stellenwert für das 
Immunprivileg des Auges hat (siehe 2.3.1 „Das Immunprivileg des Auges“). Somit 
muss ein selektiver Austausch von Stoffen, wie Elektrolyten, Wasser und Nährstoffen 
zwischen der Choriocapillaris, der Retina und andersherum über das RPE stattfinden 
(Joseph and Miller 1991, Simo et al. 2010).  







Ascorbinsäure sowie Fettsäuren und transportiert diese zur retinalen Seite, wo diese 
Stoffe von den Photorezeptoren der Retina benötigt werden (Simo et al. 2010). Dabei 
spielt der Bereich zwischen der apikalen Seite der RPE-Zellen und den 
Photorezeptoren eine wichtige Rolle. Dieser subretinale Raum stellt einen Bereich 
dar, wo der direkte Austausch von Stoffen zwischen dem RPE und den 
Photorezeptoren stattfindet (Strauss 2005). Für den transepithelialen Transport von 
Glukose exprimieren RPE-Zellen basal und apikal spezielle Glukosetransportkanäle 
(Ban and Rizzolo 2000), wobei GLUT1 einen hoch abundanten Glukosekanal des 
humanen RPE darstellt (Takagi et al. 1994, Senanayake et al. 2006). 
Von den Photorezeptoren zur Choriocapillaris, also von der apikalen zur basalen 
Seite des RPE werden vornehmlich Wasser, Ionen und metabolische Endprodukte 
transportiert (Simo et al. 2010). Aufgrund des hohen Metabolismus der Retina 
entsteht in dieser viel Flüssigkeit, die sich im subretinalen Raum ansammelt (Marmor 
1990). Zusätzlich sammelt sich Flüssigkeit aus dem Glaskörper durch intraokulären 
Druck an (Marmor 1990, Wimmers et al. 2007). Flüssigkeit strömt aufgrund von 
Ionenumverteilungen zwischen dem subretinalen Raum und den RPE-Zellen (vor 
allem Cl- -und K+ Einstrom in die RPE-Zellen) passiv nach, um die osmotische 
Balance im subretinalen Raum und den RPE-Zellen aufrechtzuerhalten (Wimmers et 
al. 2007). Da das RPE einen sehr dichten Zellverband darstellt, kann der 
Wassertransport nicht parazellulär sondern vornehmlich transzellulär erfolgen (Simo 
et al. 2010). Bei humanen RPE-Zellen wird hierfür ein Kanalprotein, das Aquaporin-1 
(AQP1) exprimiert (Stamer et al. 2003, Baetz et al. 2012), das diesen 
ionengetriebenen Wassertransport durch die RPE-Zellen reguliert (Wimmers et al. 
2007). AQP1 wurde auch bei RPE-Zellen anderer Säugetiere wie der Maus 
beschrieben (Motulsky et al. 2010). Als eines der wichtigsten metabolischen 
Endprodukte, das von Photorezeptoren gebildet wird, sammelt sich zusätzlich Laktat 
im subretinalen Raum an (Yoon et al. 1997). In humanen RPE-Zellen wird Laktat 
apikal über Monocarboxylat-Transporter-1 (MCT1) in die RPE-Zellen aufgenommen 
(Philp et al. 2003b, Majumdar et al. 2005) und basal über MCT3 zur Blutseite 










2.4.5 Pufferfunktion des RPE 
 
Das RPE ist in der Lage schnelle Ionenumverteilungen zu kompensieren, die aus 
lichtabhängigen Veränderungen der K+-Konzentration im subretinalen Raum 
resultieren (Immel and Steinberg 1986, Strauss 2005). Im Dunkeln sind cGMP 
abhängige Kationenkanäle in den äußeren Segmenten der Photorezeptoren 
geöffnet, wobei ein Gleichgewicht zwischen Einstrom von Na+ und Ca2+ in die 
inneren Segmente der Photorezeptoren und Ausstrom von K+ in den subretinalen 
Raum herrscht – man bezeichnet dies als Dunkelstrom (Korenbrot 2012). Trifft nun 
Licht auf die äußeren Segmente der Photorezeptoren, werden die cGMP abhängigen 
Kanäle geschlossen, es findet kein Kationenaustausch mehr statt und es kommt zu 
einer Verringerung der K+-Konzentration im subretinalen Raum (Wimmers et al. 
2007, Korenbrot 2012). Dieser Abfall der K+-Konzentration wird vom 
darunterliegenden RPE kompensiert, indem die apikale RPE-Membran 
hyperpolarisiert und so über Kaliumkanäle K+ aus den RPE-Zellen in den 
subretinalen Raum strömen lässt (Korenbrot 2012). In RPE-Zellen verschiedener 
Säugetiere, wie dem Menschen, dem Rind und der Ratte wird Kir7.1 als 
hauptsächlicher Kaliumkanal exprimiert, doch auch die Expression weiterer 
Untereinheiten wie Kir2.1, Kir3.1, Kir3.4, Kir4.2 und Kir6.1 wurde bei humanen RPE-
Zellen nachgewiesen (Kusaka et al. 2001, Yang et al. 2008b). Kaliumkanäle bei 
RPE-Zellen sind sowohl apikal als auch basal lokalisiert und tragen zur K+-
Homöostase der Retina und des RPE bei, indem sie Na+/K+ ATPasen und andere 
Transportproteine bei der Ionenumverteilung unterstützen (Yang et al. 2008a, 
Pattnaik and Hughes 2009).  
 
 
2.4.6 Sekretorische Eigenschaften des RPE 
 
Das RPE besitzt sekretorische Eigenschaften, indem es ein Reihe von 
Wachstumsfaktoren und anderer Moleküle an die umgebenden Strukturen entsendet, 
um mit diesen zu kommunizieren und dadurch den Erhalt und die Integrität der apikal 
lokalisierten Retina und der basal des RPE gelegenen Choriocapillaris 







benachbarte Strukturen abgibt, sind unter anderem PEDF (Ablonczy et al. 2011), 
VEGF (Ablonczy et al. 2011), Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) (Simo et al. 
2010), Transformierender Wachstumsfaktor beta (TGFβ) (Simo et al. 2010, Vega et 
al. 2010), Insulinähnlicher Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) (Penha et al. 2011), Platelet-
derived growth factor (PDGF) (Si et al. 2012) und weitere (Simo et al. 2010). Die 
Funktionen von zwei dieser Faktoren, die eine signifikante Rolle einnehmen, nämlich 
PEDF und VEGF (Simo et al. 2010), werden im Folgenden genauer erläutert. 
PEDF, ein 50 kDa-Glykoprotein und ein Vertreter der Serpin-Familie (Kawaguchi et 
al. 2010, Noma et al. 2011), wird vom RPE vorrangig apikal sezerniert (Simo et al. 
2010), jedoch hat man auch eine basolaterale Anhäufung dieses Faktors in alternden 
humanen Augen beobachten können (Bhutto et al. 2006, Ablonczy et al. 2011). 
PEDF stellt einen potenten Inhibitor der Angiogenese dar (Noma et al. 2011), und 
somit den Gegenspieler zum VEGF (Ablonczy et al. 2011), das eine entscheidende 
Rolle bei der Bildung von Blutgefäßen spielt (Shibuya 2013). Durch PEDF wird die 
Integrität der Barrierefunktion aufrechterhalten (Ablonczy et al. 2011), sowie das 
Endothel der Choriocapillaris stabilisiert (Simo et al. 2010). Aber PEDF erfüllt auch 
neuroprotektive Aufgaben, indem es beispielsweise neuronale Zellen vor hypoxie-
induzierter Apoptose schützt (Simo et al. 2010).  
Ein weiterer Faktor, welcher in gesunden Augen in geringen Mengen vom RPE 
sezerniert wird, ist das vasoaktive VEGF (Simo et al. 2010). Vornehmlich wird VEGF 
basolateral sezerniert, wo es mit dem Endothel der Choriocapillaris interagiert (Ford 
and D'Amore 2012). VEGF spielt eine zentrale Rolle bei der Angiogenese (Shibuya 
2013) und stellt einen Modulator der Barrierefunktion, sowohl des RPE, als auch des 
Endothels retinaler Gefäße dar (Ablonczy et al. 2011).  
Die Sekretion von VEGF durch RPE-Zellen erfolgt über neuroendokrine Ca2+ Kanäle 
des L-Typs, wie sie auch in anderen sekretorischen Geweben, wie den Inselzellen 
des Pankreas vorkommen (Rosenthal et al. 2007, Tang et al. 2012). 
Die genannten Faktoren spielen jedoch nicht nur beim Schutz der Photorezeptoren 
und Erhalt der Integrität der Barrierefunktion, sondern auch bei pathologischen 
Entzündungen des Auges eine entscheidende Rolle (Luna et al. 1997, Deeg et al. 








2.4.7 Das RPE und der Retinalzyklus 
 
Um 1877 machten Boll und seine Kollegen die Entdeckung, dass sich Froschretinae 
nach Lichteinstrahlung von rot-violett über gelb bis hin zu weiß farblich veränderten 
(Kiser et al. 2012). Dieser Prozess ist heute als photochemisches Bleichen bekannt 
und resultiert aus der Photoisomerisation und Hydrolyse der Chromophore des 
Rhodopsins, nämlich des 11-cis Retinals (Kiser et al. 2012). Noch interessanter 
wurde die Entdeckung, als die gebleichten Retinae zurück in den Augenhintergrund 
auf eine dunkle Schicht von Zellen, die heute als RPE bekannt ist, gesetzt wurden 
und während einer Inkubation im Dunkeln wieder ihre ursprüngliche violette Farbe 
zurückerlangten (Kiser et al. 2012). Diese Beobachtung erbrachte damals den ersten 
Hinweis darauf, dass das RPE eine enzymatische Aktivität aufweist, die für die 
Regeneration der Chromophore verantwortlich sein muss (Kiser et al. 2012). Heute 
ist bekannt, dass all-trans Retinal aus dem lichtaktivierten Rhodopsin wieder 
enzymatisch in sein 11-cis Isomer re-isomerisiert wird, was einen Prozess darstellt, 
an dem eine Reihe membrangebundener Proteine der Photorezeptoren, sowie das 
RPE maßgeblich beteiligt sind (Kiser et al. 2012).  
Die Transduktionskaskade des Lichts wird initialisiert durch die Absorption von Licht 
durch Rhodopsin, das aus dem Chromophor 11-cis Retinal und dem daran 
gebundenen Opsin besteht (Simo et al. 2010). 11-cis Retinal verändert durch 
Absorption von Licht seine Konformation zu all-trans Retinal und aktiviert dadurch 
das Rhodopsin, das in dieser Form als Metarhodopsin II bezeichnet wird (Choi et al. 
2002, Saari 2012). Die aktive Konformation des Rhodopsins wird durch 
Phosphorylierung wieder aufgehoben, denn nur in inaktivierter Form kann Rhodopsin 
wieder 11-cis Retinal binden, um nach erneuter Absorption von Licht wieder all-trans 
Retinal abzugeben (Schadel et al. 2003, Strauss 2005). Jedoch muss dafür das 
gesamte all-trans Retinal in das 11-cis Retinal re-isomerisiert werden (Kiser et al. 
2012). Hierfür wird all-trans Retinal in den Photorezeptoren über eine 
membrangebundene Retinol Dehydrogenase (RDH), deren Kofaktor das 
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotidphosphat (NADPH) ist, zu all-trans Retinol reduziert 
(Kiser et al. 2012, Saari 2012). Das all-trans-Retinol verlässt nun die äußeren 
Bereiche der Photorezeptoren und gelangt, gebunden an IRBP, zu den RPE-Zellen 







all-trans Retinol nun an das zelluläre Retinol-bindende Protein 1 (CRBP1) gebunden 
und durch eine Lecithin Retinol Acyltransferase (LRAT) verestert (Kiser et al. 2012, 
Saari 2012). Die so entstandenen all-trans Retinylester können entweder in RPE-
Zellen gespeichert werden, oder sie werden von einer Isomerohydrolase, dem 
RPE65, in 11-cis Retinol umgewandelt, an CRALBP gebunden (Saari 2012) und 
anschließend über eine Retinol Dehydrogenase (RDH5) wieder zu 11-cis Retinal 
oxidiert (Strauss 2005). CRALBP entlässt das 11-cis Retinal am subretinalen Raum, 
von wo es, gebunden an IRBP, wieder zu den äußeren Segmenten der 
Photorezeptoren transportiert wird (Saari 2012). In den Photorezeptoren vereint sich 
das 11-cis Retinal mit dem Opsin, regeneriert das Rhodopsin und steht somit wieder 
für erneute Phototransduktionskaskaden bereit (Strauss 2005, Saari 2012). 
Der Retinalzyklus verdeutlicht nunmehr die Wichtigkeit des RPE für die 
physiologische Funktionalität des Sehens (Strauss 1995). Zudem zeigt sich hier die 
Relevanz RPE-spezifischer Proteine, wie CRALBP und RPE65 (Akrami et al. 2011), 
die wichtige enzymatische Funktionen im Retinalzyklus übernehmen (Jin et al. 2005, 





2.5.1 Primärkultur und Zelllinie 
 
Der Begriff Zellkultur beschreibt die in vitro Kultivierung von Zellverbänden, oder 
auch von einzelnen Zellen, wobei die kultivierten Zellen nicht mehr in einem Gewebe 
organisiert sind (Schaeffer 1990). Man kann zwei Arten der Zellkultur unterscheiden, 
die sogenannte Primärkultur und die Zelllinie. Eine Primärkultur ist eine Kultur, die 
direkt aus Zellen, Geweben oder Organen entsteht und wird solange als solche 
bezeichnet, bis sie erstmalig und erfolgreich subkultiviert wird (Schaeffer 1990). Ist 
eine erstmalige erfolgreiche Subkultivierung der Primärkultur gelungen, wird sie ab 
diesem Zeitpunkt als Zelllinie bezeichnet (Schaeffer 1990). Des Weiteren kann eine 
Zelllinie als kontinuierliche, wenn ihre Teilungsfähigkeit unbegrenzt ist, oder endliche 







vorkommen (Schaeffer 1990). Die kontinuierliche Zelllinie wird auch als 
immortalisierte Zelllinie bezeichnet und besitzt somit eine unbegrenzte Lebensdauer 
(Schaeffer 1990). Die Immortalisierung kann entweder spontan auftreten (Limb et al. 
2002), oder durch verschiedene biotechnologische Methoden erfolgen, wie zum 
Beispiel durch Transfektion viraler Antigene (Pan et al. 2012). Die aseptische in vitro 
Kultivierung von Zellen, Geweben und Organen unter definierten physikalischen und 
chemischen Bedingungen entwickelte sich zu einem wichtigen Werkzeug in der 
Grundlagen- sowie angewandten Forschung (Thorpe 2012). Voraussetzung für das 
erfolgreiche Wachstum, den Erhalt und die Expression differenzierter metabolischer 
Funktionen von Primärkulturen oder Zelllinien in vitro sind angemessene 
Kulturbedingungen, die das physiologische Umfeld der Zellen in vivo simulieren 
(Brunner et al. 2010). Der Vorteil von Zelllinien ist darin zu sehen, dass man als 
Wissenschaftler Zugang zu einem großen Repertoire verschiedener Zellarten von 
verschiedenen Spezies hat. Allein die deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, eines der weltgrößten Zentren für biologische Ressourcen, bietet 
momentan circa 700 humane und tierische Zelllinien an (http://www.dsmz.de). Ein 
weiterer Vorteil von Zellkulturmodellen liegt darin, dass sie einen repräsentativen 
Ersatz für in vivo Studien an Tiermodellen darstellen, die oft mit hohen Kosten, 
ethischen Bedenken, sowie der häufig fehlenden Übertragbarkeit auf den Menschen 
verbunden sind (Hahne et al. 2012). Der Nachteil vieler Zelllinien liegt jedoch darin, 
dass Zellen oft Funktionen in vivo aufweisen, die so in vitro nicht mehr vorhanden 
sind, wie beispielsweise die Expression spezifischer Zellmarker (Alge et al. 2003, 
Aruta et al. 2011). 
 
 
2.5.2 Zelllinien des RPE 
 
In der Forschung wurden im Laufe der Zeit verschiedene Zelllinien des RPE aus 
unterschiedlichen Spezies entwickelt. Ein Beispiel für eine RPE-Zelllinie, die durch 
Immortalisierung mit Hilfe eines Temperatur-sensitiven Simian Virus 40 T-Antigens 
bei transgenen Mäusen entwickelt wurde ist RPET (Kato et al. 1996). Zelllinien, die 
aus Ratten-RPE stammen sind zum Beispiel BPEI-1, entstanden durch spontane 







die durch Infektion des RPE von Long-Evans Ratten mit einem Temperatur-
sensitiven Virus entstanden ist (Nabi et al. 1993). Beispiele für humane RPE 
Zelllinien sind D407 (Davis et al. 1995), K-1034 (Kigasawa et al. 1994), hTERT-RPE 
(Rambhatla et al. 2002) und ARPE-19 (Dunn et al. 1996).  
ARPE-19 ist die humane RPE-Zelllinie, die momentan am häufigsten in der 
Forschung verwendet wird (Dunn et al. 1996, Ablonczy et al. 2011). Das RPE, aus 
dem ARPE-19 entwickelt wurde, stammte von einem 19 Jahre alten männlichen 
Spender in den USA (Dunn et al. 1996). Durch mehrmalige selektive Trypsinierung, 
die zum Ziel hatte, nicht vollständig adhärente und fibroblastische Zellen zu 
entfernen, konnte eine Reinkultur von RPE Zellen gewonnen werden (Dunn et al. 
1996). ARPE-19 ist wie die meisten humanen RPE-Zelllinien eine spontan 
entstandene RPE-Zelllinie, die eine uniforme epitheliale Population mit starkem 
Teilungspotenzial darstellt und eine normale diploide Karyologie besitzt, im Vergleich 
zu D407, die eine fast vollkommene Trisomie aufweist (Dunn et al. 1996). 
Spezifische Zellmarker, wie das CRALBP und RPE65 sind bei dieser Zelllinie 
nachweisbar (Dunn et al. 1996, Ablonczy et al. 2011), obwohl der Verlust dieser 
spezifischen Marker bei kultivierten Zellen nachgewiesen wurde (Alge et al. 2003). 
Zudem konnte bis dahin noch bei keiner anderen RPE-Zelllinie RPE65 als RPE-
Zellmarker nachgewiesen werden (Dunn et al. 1996). ARPE-19 ist in der Lage eine 
epitheliale Schicht auf porösen Filtern auszubilden und kann so für in vitro Versuche, 
die mit der Barrierefunktion des RPE in Verbindung stehen, verwendet werden (Dunn 
et al. 1996).  
Jedoch folgten im Laufe der Jahre Versuche mit fötalen humanen RPE-Zellen 
(fhRPE), die mit ARPE-19 verglichen wurden (Ablonczy et al. 2011, Kannan et al. 
2011). Es konnte gezeigt werden, dass CRALBP und RPE65 bei fhRPE, deutlich 
mehr exprimiert werden als bei ARPE-19, was darauf hindeutet, dass fhRPE nativen 
differenzierten RPE-Zellen mehr entspricht als ARPE-19 (Ablonczy et al. 2011, Aruta 
et al. 2011). Außerdem wurden Unterschiede in der Expression interzellulärer Tight-
Junctions festgestellt und höhere transepitheliale Wiederstände auf porösen Filtern 
bei fhRPE gemessen, was auf eine bessere Barrierefunktion bei fhRPE hindeutet 
(Ablonczy et al. 2011). Obwohl solche vergleichenden Studien die Nachteile bei der 
Verwendung bestimmter Zelllinien, wie ARPE-19 gegenüber primären RPE-Zellen 







biochemische und molekularbiologische Studien, weil sie die Erforschung einer 
Reinkultur unter experimentellen Bedingungen zulassen und zudem einen 
grenzenlosen und immer gleichwertigen Vorrat an Zellen für in vitro Experimente 




Das Proteom bezeichnet eine unter bestimmten Umständen vorherrschende 
Zusammenstellung exprimierter Proteine einer bestimmten Zelle oder eines 
Gewebes, zu einer bestimmten Zeit (Rotilio et al. 2012). Anders als das Genom, 
welches in allen somatischen Zellen eines jeden Organismus gleichbleibend ist, stellt 
das Proteom ein dynamisches Gebilde dar, welches sich nicht nur innerhalb 
verschiedener Zellarten unterscheidet, sondern sich mit dem physiologischen 
Zustand der Zelle verändert (Alge et al. 2003). Naturwissenschaftliche Teilgebiete, 
welche die Endung „omik“ tragen, bezeichnen die Erforschung entsprechender 
biologischer Systeme (Grassmann et al. 2012). Folglich bezeichnet der Begriff 
Proteomik die Erforschung der Zusammenstellung von Proteinen - des Proteoms 
(Barbosa et al. 2012). 
Proteomik kann weiter unterteilt werden in strukturelle, funktionelle, sowie 
differenzielle Proteomik (Grassmann et al. 2012). Besonders der differenziellen 
Proteomik, dem Vergleich von Proteinexpressionen bestimmter Zellen zu einem 
bestimmten Zeitpunkt unter bestimmten Bedingungen, wird eine überaus wichtige 
Rolle bei der Erforschung von Pathogenesemechanismen zugesprochen (Monteoliva 
and Albar 2004).  
Will man bei einer Erkrankung wie der ERU die Unterschiede zwischen gesunden 
und kranken Augen von Tieren erforschen, kann man Probenmaterial eines 
erkrankten Tieres mit Probenmaterial einer gesunden Kontrolle hinsichtlich seiner 
Proteinexpression vergleichen. Folglich kann man sich die differenzielle Proteomik zu 
Nutze machen, da das Proteom dynamisch ist und sich krankheitsspezifisch 
verändern kann. Methoden, die eine differenzielle Proteomanalyse ermöglichen sind 
beispielsweise die zweidimensionale Polyacrylgel-Elektrophorese (2D-PAGE), die 
differenzielle zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-DIGE) und die Tandem-







Bei 2D-PAGE werden Proteine anhand ihres isoelektrischen Punktes in der ersten 
Dimension, sowie ihres Molekulargewichts im Gel in der zweiten Dimension 
aufgetrennt und anschließend durch Anfärben mit Coomassie-Blau oder durch 
Silberfäbung sichtbar gemacht (Rodriguez-Suarez and Whetton 2013). Ein weiter 
entwickeltes Verfahren dazu bietet 2D-DIGE, bei dem die Proteingemische 
fluoreszenzmarkiert werden und im Vergleich zu 2D-PAGE in nur einem Gel 
aufgetrennt werden, was den Vorteil bietet, dass nur ein Gel verwendet wird und 
somit technische Abweichungen vermieden werden (Langley et al. 2013). Aus den 
entweder durch 2D-PAGE oder 2D-DIGE sichtbar gemachten Proteinen werden die 
interessanten Proteine nachfolgend ausgeschnitten, entfärbt, und nach 
enzymatischem Verdau massenspektrometrisch identifiziert (Rotilio et al. 2012). Der 
Nachteil dieser beiden Methoden liegt jedoch darin, dass vor allem schwer lösliche 
hydrophobe Membranproteine und wenig abundante Proteine oft nicht entdeckt 
werden (Rodriguez-Suarez and Whetton 2013). So hat sich in den letzten Jahren die 
Tendenz hin zu nicht Gel-basierten massenspektrometrischen Nachweismethoden 
verschoben (Rodriguez-Suarez and Whetton 2013). LC-MS/MS stellt solch eine nicht 
Gel-basierte Methode dar, die eine große Genauigkeit bei der Analyse komplexer 
Proteingemische ermöglicht und über eine entsprechende 
Datenverarbeitungssoftware sogar eine zeitgleiche Analyse verschiedener Peptide 
aus vielen verschiedenen Experimenten möglich macht (Rotilio et al. 2012). Zudem 
hat sich die Sensitivität massenspektrometischer Analysen in der Proteinanalytik in 
den letzten Jahren immer mehr verbessert (Doherty and Whitfield 2011). So ist die 
Identifikationsrate von Proteinen in den letzten Jahren immer mehr angestiegen – hat 
man beispielsweise 2006 nur 16 Proteine im Hühnereiweiß identifizieren können 
(Guerin-Dubiard et al. 2006), waren es 2007 bereits 78 (Mann 2007) und schon 158 
im Jahr 2011 (Mann and Mann 2011). Das Prinzip der Massenspektrometrie beruht 
auf Messung des Masse-zu-Ladung Verhältnisses (m/z) von ionisierten Peptiden. 
Proteine werden enzymatisch in Peptidbruchstücke verdaut und durch Elektrospray 
ionisiert (Langley et al. 2013). Die ionisierten Peptidstücke werden anschließend über 
ein erzeugtes Potential zwischen zwei Elektroden in einer Vakuumröhre beschleunigt 
(Barbosa et al. 2012). Die dabei erreichte Geschwindigkeit wird von einem Detektor 
erfasst und das Masse-zu-Ladungsverhältnis der Peptidbruchstücke ermittelt. Das 







Peptidstücke und wird als MS-Spektrum bezeichnet (Barbosa et al. 2012). Die 
generierten Daten können in einer Datenbank wie MASCOT oder SEQUEST 
abgeglichen und das gesuchte Protein identifiziert werden (Barbosa et al. 2012). LC-






Membranen stellen überaus wichtige Bestandteile von Zellen und Zellorganellen dar, 
da sie über Membranen mit ihrer Außenwelt in Kontakt stehen (Whitelegge 2013). 
Fast ein Drittel der Masse der gesamten Lipiddoppelmembranen aller Zellen besteht 
aus Membranproteinen, die entweder innerhalb als integrale Membranproteine oder 
außen an ihren Oberflächen lokalisiert sind (Whitelegge 2013). Somit stellen 
Membranproteine fast 30% aller kodierten Proteine des bereits sequenzierten 
Genoms dar (Souda et al. 2011). Aufgrund der Tatsache, dass viele 
Membranproteine auf Zelloberflächen exprimiert werden, dienen sie sehr vielen 
Medikamenten als Angriffsziel (Fagerberg et al. 2010). Abhängig von ihrer Lage 
haben Membranproteine viele wichtige Aufgaben zu erfüllen (Tan et al. 2008). Zum 
Beispiel fungieren Membranproteine als Adhäsionsmoleküle, die interzelluläre 
Verbindungen und somit die Kommunikation zwischen Zellen aufrechterhalten (Tan 
et al. 2008). Membranproteine als Rezeptoren auf Zelloberflächen spielen bei 
Signaltransduktionskaskaden eine entscheidende Rolle (Jafurulla and 
Chattopadhyay 2013). Außerdem erfüllen viele Membranproteine 
Transportfunktionen, indem sie entweder als Kanalproteine, wie zum Beispiel 
Kaliumkanäle (Hibino et al. 2010) oder aktive Transportproteine, wie die Na+/K+ 
ATPase (Rajasekaran et al. 2003), exprimiert werden und transportieren somit 
verschiedene Moleküle und chemische Stoffe zwischen den Kompartimenten (Tan et 
al. 2008, Fagerberg et al. 2010). Des Weiteren weisen viele Membranproteine auch 
enzymatische Funktionen auf. Beispielhaft sei in diesem Zusammenhang RPE65 als 
enzymatisch wirksames Membranprotein zu nennen (Tsilou et al. 1997).  
Verschiedene Methoden zur Anreicherung von Membranproteinen (Weekes et al. 







(Rodriguez-Suarez and Whetton 2013) erleichtern heutzutage die Analyse von 
Membranproteinen, die in der Vergangenheit aufgrund ihrer hydrophoben Natur und 
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Die equine rezidivierende Uveitis (ERU), die auch als periodische Augenentzündung, 
Iridozyklitis oder Mondblindheit bezeichnet wurde (Gilger and Michau 2004), ist eine 
entzündliche Augenerkrankung, die mit einer Prävalenz von circa 10% in der 
Pferdepopulation auftritt und weltweit die häufigste Ursache für den Verlust des Visus 
bei Pferden darstellt (Deeg 2009, Zipplies et al. 2012). Die Ätiologie dieser 
schmerzhaften Augenerkrankung ist bisher nicht bekannt, jedoch weiß man heute, 
dass es sich um eine immun-mediierte Erkrankung handelt (Zipplies et al. 2012), die 
durch den Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke (BRS) und den Übertritt 
autoreaktiver T-Lymphozyten in das Augeninnere gekennzeichnet ist (Gilger et al. 
1999, Deeg et al. 2007a). Der äußere Anteil der BRS, bestehend aus interzellulären 
Tight-Junctions zwischen retinalen Pigmentepithel-Zellen (RPE-Zellen) (Kaur et al. 
2008), stellt beim Pferd die hauptsächliche Barriere zwischen der Blutseite und dem 
Augeninneren dar. Grund dafür ist die beim Pferd sehr geringe Ausprägung retinaler 
Gefäße (Ehrenhofer et al. 2002, Eberhardt et al. 2011), deren Endothelzellen und 
interzelluläre Tight-Junctions die innere BRS bilden (Kaur et al. 2008). Der 
Zusammenbruch der äußeren BRS konnte in Augen von an ERU erkrankten Pferden 
immunhistochemisch eindeutig bestätigt werden (Deeg et al. 2002a) und wirft die 
Frage auf, welche Faktoren für die Durchlässigkeit von Entzündungszellen durch das 
RPE verantwortlich sind sowie den letztendlichen Zusammenbruch der äußeren BRS 
bei der ERU begünstigen. Das Ziel dieser Arbeit bestand deshalb darin, eine equine 
RPE-Zelllinie zu kultivieren und proteomisch zu charakterisieren. Diese Zelllinie der 
barriere-bildenden RPE-Zellen soll in Zukunft als stabiles in vitro Modell der äußeren 
BRS des Pferdes dienen und so die Forschung an zugrundeliegenden 
Pathogenesemechanismen der ERU voranbringen. Aufgrund der ausgesprochen 
guten Verfügbarkeit gesunder, enukleierter Augen von Schlachtpferden ist es uns 
gelungen, eine Primärkultur von equinen RPE-Zellen zu isolieren und anschließend 
in vitro zu kultivieren. Diese pigmentierten kubischen Zellen zeigten ein deutliches 
Teilungspotenzial und konnten bereits nach wenigen Tagen passagiert werden.  
Für die vorliegende Studie wurden native equine RPE-Zellen und kultiviertes RPE 
der Passage 4 miteinander verglichen, da equine RPE-Zellen dieser Passage bereits 







Merkmale der kultivierten RPE-Zellen sich veränderten. Da initiale Vorgänge der 
ERU zuerst an Plasmamembranproteinen als exponierte Strukturen an 
Zelloberflächen vermutet werden (Hauck et al. 2010), wurden die untersuchten Zellen 
zur Anreicherung von Membranproteinen biotinyliert. 
Zur Charakterisierung des equinen RPE-Oberflächenproteoms und zur Erfassung 
von Gemeinsamkeiten und Unterschieden in der Proteinexpression des equinen RPE 
im nativen und kultivierten Zustand wurden die von den Zellen exprimierten Proteine 
massenspektrometrisch (LC-MS/MS) identifiziert. Einige proteomische 
Untersuchungen und Charakterisierungen verschiedener RPE-Zellen des Menschen 
wurden bereits in der Vergangenheit durchgeführt. Beispielsweise gibt es eine 
Studie, bei der massenspektrometrisch identifizierte Proteine nativer und kultivierter 
RPE-Zellen des Menschen miteinander verglichen wurden (Alge et al. 2003). Eine 
weitere vergleichende Studie beschäftigte sich mit der Proteinexpression bei 
kultivierten primären RPE-Zellen des Menschen und bei humanen Zelllinien, wie 
hTERT-RPE und ARPE-19 (Alge et al. 2006). Eine andere Studie hingegen 
untersuchte massenspektrometrisch mitochondriale Proteine des RPE von an AMD 
erkrankten Personen (Nordgaard et al. 2008). Es gibt jedoch unseres Wissens nach 
bisher keine Studie, wie die hier vorliegende, bei der das Oberflächenproteom 
physiologischer RPE-Zellen (nativ und kultiviert) einer bestimmten Spezies 
angereichert, charakterisiert und verglichen wurde. Diese Studie ist daher eine 
erstmalige Beschreibung angereicherter Oberflächenproteine physiologischer RPE-
Zellen. Die Charakterisierung des Oberflächenproteoms equiner RPE-Zellen stellt 
zudem eine gute Basis zur Verwendung dieser Zellen in der Forschung dar. In 
Zukunft sollen anhand funktioneller Studien an RPE-Zellen des Pferdes Erkenntnisse 
zur Pathogenese der ERU gewonnen werden. Da die ERU das einzige spontane 
Tiermodell für die autoimmune Uveitis des Menschen ist (Deeg et al. 2008), tragen 
zukünftig gewonnene Erkenntnisse zur Rolle der äußeren BRS bei der ERU 
möglicherweise zum genaueren Verständnis der Pathogenese bei der autoimmunen 
Uveitis des Menschen bei. 
Insgesamt wurden bei den nativen und kultivierten RPE-Zellen 112 Proteine 
massenspektrometrisch identifiziert, wovon aufgrund der Anreicherung 84% 
Membranproteine waren. Achtundzwanzig der insgesamt 112 Proteine waren nur bei 







61 nur bei den kultivierten RPE-Zellen vorhanden waren (Publikation, Tabelle 1; 
Proteine 52-112). Die Liste jener Proteine, die von nativen und passagierten Zellen 
zugleich exprimiert wurden, umfasste 23 Proteine (Publikation; Tabelle 1, Proteine 1-
23). Unter diesen Proteinen befand sich β-Actin (Publikation; Tabelle 1, Protein 3), 
ein ubiquitär vorkommendes Housekeeping-Protein (Greer et al. 2010). Die 
gleichmäßige Expression des β-Actins in beiden Zellzuständen wurde zusätzlich zur 
massenspektrometrischen Analyse mittels PCR und Western Blot verifiziert 
(Publikation, Abb. 2 und 3). Dies bestätigte β-Actin als verlässliches Housekeeping-
Protein equiner RPE-Zellen beider Zellzustände und wurde zum Normalisieren beim 
Western Blot verwendet. Des Weiteren wurden sechs Zytokeratine detektiert 
(Publikation, Tabelle 1; Proteine 7-12), die typische Proteine für epitheliale Zellen wie 
RPE-Zellen darstellen (Kivela and Uusitalo 1998, Liggett et al. 2009). Zudem wurden 
bei beiden Zellzuständen sieben Transportproteine identifiziert, worunter sich drei 
Na+/K+ ATPasen befanden (Publikation, Tabelle 1; Proteine 15–17). Na+/K+ ATPasen 
des RPE befördern apikal Na+ aus der Zelle in den subretinalen Raum und erhalten 
dadurch den Na+-Ionengradienten, der für die ordentliche Funktionsfähigkeit der 
Photorezeptoren benötigt wird (Shimura et al. 1999, Sonoda et al. 2009). Anders als 
bei vielen anderen Epithelien sind Na+/K+ ATPasen des RPE hauptsächlich apikal 
(zur retinalen Seite) lokalisiert (Gundersen et al. 1991, Shimura et al. 1999, 
Rajasekaran et al. 2003) und können daher als Polarisationsmarker bei RPE-Zellen 
verwendet werden (Sonoda et al. 2009). Studien zur Bestätigung einer hauptsächlich 
apikalen Lokalisation dieser Proteine beim equinen RPE wurden bisher noch nicht 
durchgeführt. Mittels Immunhistochemie und unter Verwendung von Antikörpern 
gegen diese bestimmten Na+/K+ ATPasen könnte zukünftig die Lokalisation dieser 
Transportproteine auch bei equinen RPE-Zellen untersucht werden. 
Zusätzlich befand sich unter den identifizierten Transportproteinen der 
Glukosetransporter GLUT1 (Publikation, Tabelle 1; Protein 21). Glukose ist die 
Hauptenergiequelle der Retina, die bei Menschen und anderen Vertebraten einen 
dreimal höheren Glukoseverbrauch als andere Gewebe des Körpers aufweist 
(Senanayake et al. 2006). Die Expression dieses speziellen Glukosetransporters bei 
equinen RPE-Zellen deckt sich mit Daten des RPE beim Menschen, bei dem GLUT1 
das Haupttransportprotein für den Glukosetransport zwischen Choriocapillaris und 







Glukoseverbrauch humaner RPE Kulturen konnte gezeigt werden, dass RPE-Zellen 
auch in Kultur Glukose aus dem Kulturmedium über den Transporter GLUT1 
aufnehmen (Senanayake et al. 2006). Die stabile Expression von GLUT1 in beiden 
Zellzuständen equiner RPE-Zellen ist vermutlich ebenfalls darauf zurückzuführen, 
dass Glukose bei den kultivierten Zellen aus dem Glukose-haltigen Kulturmedium 
über diesen Transportkanal aufgenommen wird.  
Ein interessantes Protein, das ebenfalls von nativen und passagierten equinen RPE-
Zellen exprimiert wurde war Basigin (Publikation, Tabelle 1; Protein 2). Basigin ist ein 
transmembranes Glykoprotein, welches in hohen Mengen von Müllerzellen und dem 
RPE exprimiert wird (Philp et al. 2003a). Bereits früher konnten Forschergruppen 
mittels Immunpräzipitation und Basigin-Silencing-Experimenten zeigen, dass Basigin 
spezifische Interaktionen mit β1-Integrinen eingeht und dadurch an Zell-Adhäsionen 
beteiligt sein könnte (Berditchevski et al. 1997, Nishibaba et al. 2012). 
Interessanterweise befand sich unter den 23 in beiden Zellzuständen exprimierten 
Proteinen auch CD29, ein β1-Integrin (Publikation, Tabelle 1; Protein 4). Diese 
Tatsache könnte ein Hinweis darauf sein, dass eine Interaktion der beiden Proteine 
ebenfalls im RPE des Pferdes eine Rolle bei der Zelladhäsion und so bei der 
Integrität der Barrierefunktion des RPE spielen könnte. Mittels Immunhistochemie 
könnte beispielsweise eine Co-Lokalisation beider Proteine bei equinen RPE-Zellen 
bestätigt werden. Des Weiteren könnte mit Hilfe von in vitro Silencing-Versuchen 
(zum Beispiel Silencing von Basigin bei equinen RPE-Zellen) ein möglicher Verlust 
der Integrität der Barriere untersucht werden. Eine Beteiligung des Basigins bei 
Multipler Sklerose wird stark angenommen (Agrawal et al. 2012), da bei ihrer 
experimentellen Form, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), 
mittels Western Blot und Immunzytochemie gezeigt werden konnte, dass bei Zellen 
des Zentralnervensystems (ZNS) eine vermehrte Expression von Basigin mit einer 
erhöhten Expression von Matrix-Metalloproteinasen (MMP), vornehmlich MMP9 
einhergeht (Agrawal et al. 2011). Zudem konnte bei der EAE gezeigt werden, dass 
die Blockade der Aktivität von Basigin mit Hilfe von Antikörpern zu einer reduzierten 
Aktivität von MMPs führte und mit reduzierter Transmigration von Entzündungszellen 
in das ZNS einherging (Agrawal et al. 2011). MMPs sind eine große Familie von 
Zink- und Kalziumabhängigen Enzymen, die Komponenten der extrazellulären Matrix 







(Vermeer et al. 2009). Bereits in früheren Studien konnte in Glaskörperproben von an 
ERU erkrankten Pferden eine deutlich erhöhte Konzentration an MMP9 im Vergleich 
zu Kontrollproben festgestellt werden (Hofmaier et al. 2011). Gleichzeitig konnten in 
Glaskörpern von an ERU erkrankten Tieren T-Lymphozten, welche die BRS 
überwunden hatten, nachgewiesen werden (Hofmaier et al. 2011). Die Rolle von 
Basigin ist im Zusammenhang mit der ERU bisher nicht untersucht worden. Möglich 
wäre, dass bei der ERU ebenfalls eine funktionelle Verknüpfung zwischen MMP9 und 
dem Basigin besteht. Zum Beispiel ist denkbar, dass Basigin die Expression von 
MMP9 bei Leukozyten verstärkt und es dadurch zu einer erhöhten Durchlässigkeit 
der äußeren BRS bei der ERU kommt. Dies könnte man im Zellkulturmodell der BRS 
beispielsweise mittels Stimulation equiner Leukozyten durch Basigin und ihrer 
Wirkung auf die Integrität der äußeren BRS (zum Beispiel durch Messung 
transepithelialer Wiederstände nach Zugabe stimulierter Leukozyten) feststellen.  
Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Proteinen, die von equinen RPE-Zellen 
beider Zellzustände (nativ und kultiviert) exprimiert wurden, konnten von den 
insgesamt 112 massenspektrometrisch identifizierten Proteinen 28 nur bei nativen 
equinen RPE-Zellen detektiert werden (Publikation, Tabelle 1; Proteine 24–51). 
Hierzu zählte unter anderem CRALBP (Publikation, Tabelle 1; Protein 29). CRALBP 
ist ein Protein, das in der Iris, im Ziliarkörper, in Müllerzellen der Retina und auch 
vom RPE exprimiert wird (Wu et al. 2006). Durch seine hohe Affinität zu cis-
Retinoiden spielt CRALBP eine wichtige Rolle im Retinalzyklus (Huang et al. 2009). 
Obwohl CRALBP auch von anderen Strukturen innerhalb des Auges exprimiert wird 
(Wu et al. 2006), findet es hauptsächlich Verwendung als Markerprotein des RPE 
verschiedener Spezies wie zum Beispiel der Ratte (Al-Hussaini et al. 2008), des 
Schweines (Fernandez-Bueno et al. 2012), des Rindes (Liggett et al. 2009) und des 
Menschen (Alge et al. 2003). Diese Studie hat nun gezeigt, dass auch das RPE des 
Pferdes CRALBP exprimiert. Die Expression dieses Proteins beim Pferd beschränkt 
sich jedoch nur auf native RPE-Zellen – im kultivierten equinen RPE konnte CRALBP 
nicht nachgewiesen werden. Zusätzlich zur massenspektrometrischen Analyse 
konnte dies mittels weiterer Methoden, wie der PCR, des Western Blot und der 
Immunzytochemie verifiziert werden (Publikation, Abb. 2, 3 und 4). Die vorhandene 
Expression von CRALBP in nativen RPE-Zellen des Pferdes und dessen Fehlen in 







RPE. Ein Zusammenhang zwischen CRALBP und der ERU wurde früher bereits 
untersucht, wobei CRALBP als potentes Uveitogen beim Pferd identifiziert wurde 
(Deeg et al. 2006b). Kurz darauf konnte CRALBP auch als Autoantigen bei der 
autoimmunen Uveitis des Menschen verifiziert werden und bestätigte damit die 
Funktion der ERU als wichtiges Tiermodell für die autoimmune Uveitis beim 
Menschen (Deeg et al. 2007b, Deeg et al. 2008). 
Des Weiteren wurde nur bei nativen equinen RPE-Zellen RPE65 nachgewiesen 
(Publikation, Tabelle 1; Protein 38). Dabei handelt es sich um ein RPE-spezifisches 
Protein, welches sowohl bei Säugetieren (Hamel et al. 1993), als auch bei Hühnern 
(Moiseyev et al. 2008) und dem Zebrafisch (Schonthaler et al. 2007) beschrieben 
wurde. Wie CRALBP ist auch RPE65 eines der Schlüsselenzyme des Retinalzyklus – 
hier wandelt es innerhalb des RPE all-trans Retinylester zu 11-cis Retinol um (Yuan 
et al. 2010). RPE65 gilt als spezifisches Markerprotein von RPE-Zellen 
verschiedener Spezies (Alge et al. 2003, Al-Hussaini et al. 2008, Liggett et al. 2009, 
Fernandez-Bueno et al. 2012). Da die Expression von RPE65, mit nur sehr wenigen 
Ausnahmen wie beispielsweise der Zelllinie ARPE-19 (Dunn et al. 1996), auf native 
differenzierte RPE-Zellen beschränkt ist, gilt RPE65 als Differenzierungsmarker für 
RPE-Zellen (Steindl-Kuscher et al. 2009, Ahmado et al. 2011). Mittels 
Massenspektrometrie, PCR, Western Blot und Immunzytochemie konnte die 
Expression von RPE65 in nativen equinen RPE-Zellen, aber auch das Fehlen dieses 
Proteins im kultivierten equinen RPE verifiziert werden (Publikation, Abb. 2, 3 und 4). 
Wie CRALBP stellt daher auch RPE65 ein Markerprotein dar, welches native equine 
RPE-Zellen deutlich von kultiviertem RPE abgrenzt und kann daher auch bei equinen 
RPE-Zellen als Differenzierungsmarker verwendet werden. Die Rolle des RPE65 als 
Autoantigen wurde an verschiedenen Rattenlinien erforscht (Ham et al. 2002). Dabei 
konnte gezeigt werden, dass RPE65-immunisierte Lewis-, BN- und Fischer- Ratten 
eine ausgeprägte beidseitige Uveitis entwickelten (Ham et al. 2002). Histologisch 
konnte in Augen der untersuchten Tiere eine Akkumulation von Entzündungszellen 
(hauptsächlich polymorph-kernige Leukozyten) in verschiedenen Bereichen des 
Auges, wie dem Ziliarkörper, der Iris, apikal des RPE im subretinalen Raum sowie 
der Retina gezeigt werden (Ham et al. 2002). Ein kompletter entzündungsbedingter 
Verlust retinaler Architektur konnte bei RPE65-induzierter Uveitis bei den Ratten 







und der ERU wurde bisher nicht erforscht. Es wäre interessant zu untersuchen, ob 
sich die Expression von RPE65 bei RPE-Zellen von an ERU erkrankten Pferden 
gegenüber gesunden Kontrollen verändert. Dies könnte quantitativ (zum beispiel 
mittels Western Blot) festgestellt werden und einen ersten Anhaltspunkt bezüglich 
einer Beteiligung von RPE65 an der Pathogenese der ERU liefern.  
Als ein weiteres Retinalzyklus-assoziiertes Protein wurde RDH5 in equinen RPE-
Zellen identifiziert (Publikation, Tabelle 1; Protein 37). Dessen Expression war wie 
auch bei CRALBP und RPE65 auf natives equines RPE beschränkt. RDH5 ist eine 
11-cis Retinol Dehydrogenase und bewirkt innerhalb des RPE die Oxidation von 11-
cis Retinol zu 11-cis Retinal (Parker and Crouch 2010). Aufgrund der Tatsache, dass 
RDH5 hauptsächlich von RPE-Zellen exprimiert wird (Ajmal et al. 2012) könnte 
RDH5, wie die beiden anderen identifizierten Proteine des Retinalzyklus, CRALBP 
und RPE65 (Huang et al. 2009), auch als Markerprotein nativer differenzierter RPE-
Zellen des Pferdes dienen. Insofern sollte die differenzielle Expression von RDH5 mit 
Hilfe weiterer Methoden (zum Beispiel PCR, Western Blot oder Immunzytochemie) 
verifiziert werden. 
CD107a und CD107b sind zwei weitere Proteine, die nur von nativen equinen RPE-
Zellen exprimiert wurden (Publikation, Tabelle 1; Proteine 25 und 26). Diese beiden 
Membranproteine, die auch als Lysosomal-assoziierte Membranproteine 1 und 2 
bezeichnet werden, spielen eine wichtige Rolle bei der Phagozytose, da sie die 
lysosomalen Bestandteile von Phagolysosomen darstellen (Huynh et al. 2007). 
Phagolysosomen sind fusionierte Organellen, welche hydrolytisch wirksame Enzyme, 
reaktive Sauerstoffspezies und antimikrobielle Peptide enthalten, um beispielsweise 
internalisierte Mikroorganismen, aber auch zellulären Debris und apoptotische Zellen 
zu zersetzen (Huynh et al. 2007, Karavitis and Kovacs 2011). Phagozytose wird von 
Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen und neutrophilen 
Granulozyten betrieben (Minakami et al. 2010, Karavitis and Kovacs 2011), aber 
auch das RPE eliminiert über Phagozytose abgestoßene äußere Segmente von 
Photorezeptoren (Kevany and Palczewski 2010, Nandrot et al. 2012). Dies stellt 
einen wichtigen Prozess für die physiologische Funktionsfähigkeit der Retina dar und 
wird unter anderem von Phagolysosomen innerhalb des RPE übernommen (Deguchi 
et al. 1994). Wie sich herausstellte wurde in früheren Studien zur Phagozytose durch 







humanen Zelllinie D407 benutzt (Finnemann et al. 2002, Gordiyenko et al. 2010). 
Aber auch bei der humanen Zelllinie ARPE-19 wurden CD107a und b als Indikatoren 
lysosomaler Aktivität bei der Phagozytose verwendet (Chen P. M. et al. 2011). Die 
Expression dieser beiden Proteine konnte in kultivierten equinen RPE-Zellen 
massenspektrometrisch nicht nachgewiesen werden, was auf das Fehlen dieser 
lysosomalen Proteine und daher auf eine reduzierte Phagozytosefunktion kultivierter 
equiner RPE-Zellen hindeutet. 
Des Weiteren wurde massenspektrometrisch eine hohe Anzahl an 
Transportproteinen in nativen equinen RPE-Zellen identifiziert (34.9% der 
identifizierten Proteine des nativen equinen RPE). Unter anderem handelte es sich 
dabei um zahlreiche Transportproteine für  Ionen (wie zum Beispiel Na+, K+, Cl- und 
HCO3
-), Aminosäuren, Stoffwechselendprodukte und Neurotransmitter (Publikation, 
Tabelle 1; Proteine 39-49). Zu den im nativen RPE identifizierten Transportproteinen 
für Neurotransmitter zählten beispielsweise Taurin-, Glycin- und GABA-Transporter 
(Publikation, Tabelle 1; Proteine 44, 45 und 46). Das Fehlen solcher Proteine in 
kultivierten equinen RPE-Zellen, könnte darauf zurückzuführen sein, dass aufgrund 
der apikal des RPE fehlenden Retina unter Kulturbedingungen die Ausschüttung 
bestimmter Stoffe, wie zum Beispiel Neurotransmitter ausbleibt. Folglich ist es sehr 
wahrscheinlich, dass kultivierte Zellen die Expression entsprechender 
Transportproteine herunterregulierten, sodass sie nur in nativen, jedoch nicht mehr in 
kultivierten equinen RPE-Zellen nachweisbar waren. 
MCT1, das als apikales Transportprotein für den transepithelialen Transport von 
Laktat bei nativen RPE-Zellen des Menschen beschrieben wurde (Philp et al. 2003b) 
konnte auch bei nativen equinen RPE-Zellen detektiert werden (Publikation, Tabelle 
1; Protein 42). Mittels Co-Immunpräzipitations-Versuchen konnte bereits in früheren 
Studien an Ratten-Zellen gezeigt werden, dass die MCT1-Expression auf 
Zelloberflächen von Basigin als Chaperon-Protein abhängig ist (Kirk et al. 2000). Bei 
Knock-out Mäusen, die das Protein Basigin nicht exprimierten (Bsg-/--Mäuse) wurde 
nachgewiesen, dass die Basigin-Depletion mit einem Verlust der Expression von 
MCT1 im RPE einhergeht (Philp et al. 2003a). Da bei den hier untersuchten equinen 
RPE-Zellen Basigin massenspektrometrisch im nativen und im kultivierten RPE 
identifiziert werden konnte, muss die fehlende Expression von MCT1 bei kultivierten 







der Metabolisierung von Glukose entsteht in der Retina Laktat, welches sich im 
subretinalen Raum ansammelt und apikal über MCT1 von RPE-Zellen aufgenommen 
wird (Daniele et al. 2008). Ein möglicher Grund für das Fehlen von MCT1 in 
kultivierten equinen RPE-Zellen könnte sein, dass im verwendeten Medium für 
equines RPE wenig Laktat anfällt, welches über MCT1 in die RPE-Zellen 
aufgenommen werden müsste und dadurch die Expression dieses Proteins 
herunterreguliert wird. Im Gegensatz zu kultivierten equinen RPE-Zellen wird MCT1 
bei der humanen RPE-Zelllinie ARPE-19 exprimiert (Philp et al. 2003b, Majumdar et 
al. 2005), was die Differenzierung und daher die Ähnlichkeit von ARPE-19 zu nativen 
RPE-Zellen weiter unterstreicht. 
Das Kanalprotein Kir7.1, das für den spezifischen transepithelialen Transport von K+ 
zwischen der Retina und dem RPE verschiedener Säugetiere bereits beschrieben 
wurde (Yang et al. 2008b) konnte ebenfalls im nativen equinen RPE identifiziert 
werden (Publikation, Tabelle 1; Protein 36). Damit wurde massenspektrometrisch das 
Vorhandensein dieses spezifischen Kanalproteins des RPE, neben der Ratte, dem 
Rind und dem Menschen (Yang et al. 2008b) hier zum ersten Mal auch beim Pferd 
nachgewiesen. Weitere Untereinheiten des Kalium-Transportproteins, wie sie bei 
RPE-Zellen des Menschen beschrieben wurden (Yang et al. 2008b) waren beim 
Pferd in dieser Studie nicht nachweisbar. 
Physiologische native RPE-Zellen des Pferdes exprimierten Proteine mit vielfältigen 
Aufgaben, die bereits bei RPE-Zellen anderer Spezies beschrieben wurden. 
Zusätzlich zum spezifischen RPE-Marker RPE65, kann natives equines RPE daher 
anhand dieser Proteine identifiziert werden. Zudem verdeutlicht die Expression der 
vielen Transportproteine die ausgeprägte transepitheliale Transportkapazität des 
nativen equinen RPE zwischen der Blutseite und der Retina. 
Kultivierte equine RPE-Zellen ließen im Vergleich zu nativen RPE-Zellen eine 
deutlich veränderte Expression von Proteinen erkennen. So machten beispielsweise 
Proteine mit Transportfunktion bei kultivierten equinen RPE-Zellen nur 6.7% der 
identifizierten Proteine aus, wohingegen Transportproteine im nativen equinen RPE 
34.9% der identifizierten Proteine stellten (Publikation, Abb. 1). Das kultivierte equine 
RPE hingegen zeigte eine auffallend erhöhte Expression an Proteinen, die an Zell-
zu-Zell- und Zell-zu-Matrix- Verbindungen beteiligt sind. So stellten Proteine aus 







12.1% der identifizierten Proteine dar (Publikation, Abb. 1) – hierzu zählen unter 
anderem Proteine aus der Familie der Integrine. Dabei handelt es sich um 
transmembrane Rezeptoren, die aus α- und β-Untereinheiten bestehen (Yue et al. 
2012). Integrine stellen eine Verbindung zwischen dem Zytoplasma und der 
extrazellulären Umgebung, der sogenannten extrazellulären Matrix (EZM) einer Zelle 
her und zählen daher zu den Zelladhäsionsmolekülen (Milner and Campbell 2002, 
Brizzi et al. 2012). Zudem regulieren Integrine die Migration, Proliferation, den Erhalt 
und die Differenzierung von Zellen (Brizzi et al. 2012). Bis heute konnten beim 
Menschen 24 Integrin-Heterodimere identifiziert werden, die sich aus 18 α- und 8 β-
Untereinheiten zusammensetzen (Goodman and Picard 2012, Lowell and Mayadas 
2012, Yue et al. 2012). Bei kultivierten equinen RPE-Zellen wurden insgesamt 10 
Proteine aus der Familie der Integrine identifiziert (Publikation, Tabelle 1, Proteine 
69-73, 76 und 93-95) – native equine RPE-Zellen exprimierten lediglich eines dieser 
Proteine (Publikation, Tabelle 1; Protein 4). Die differenzielle Expression von einem 
der insgesamt 10 identifizierten Integrine (CD49c oder Integrin α3) wurde mittels 
PCR, Western Blot und immunzytochemisch verifiziert (Publikation, Abb. 2, 3 und 4). 
Alle vier Methoden lieferten übereinstimmende Ergebnisse und untermauern das 
Fehlen im nativen und die Expression des Proteins im kultivierten Zustand der Zelle. 
Von RPE-Zellen des Menschen ist bekannt, dass natives RPE nur geringe Mengen 
an Integrinen exprimiert und dass eine Kultivierung des RPE zur Folge hat, dass 
Integrine verstärkt exprimiert werden (Zarbin 2003, Gullapalli et al. 2008, Afshari and 
Fawcett 2009). Humanes RPE, dass auf einer EZM kornea-endothelialen Ursprungs 
kultiviert wurde, zeigte im Vergleich zu nativen RPE-Zellen eine deutliche 
differenzielle Expression bestimmter α-Integrine, darunter auch CD49c (Gullapalli et 
al. 2008). Die Expression der Integrine des nativen humanen RPE war sehr viel 
geringer oder fehlte gar völlig, wohingegen nach Kultivierung der RPE-Zellen die 
Expression deutlich angestiegen war (Gullapalli et al. 2008). Die Autoren sahen den 
möglichen Grund für die gezeigten Unterschiede unter anderem in der geänderten 
Zusammensetzung der verwendeten EZM (EZM kornea-endothelialen Ursprungs) im 
Vergleich zu den EZM-Komponenten der Bruch-Membran in vivo (Gullapalli et al. 
2008). Dies könnte ebenso ein Grund für die differenzielle Expression der Integrine 
bei den equinen RPE-Zellen in der vorliegenden Studie sein, denn gegenüber 







Expression an EZM-Proteinen detektiert werden. Frühere Studien an RPE-Zellen des 
Menschen haben gezeigt, dass RPE-Zellen in der Lage sind unter 
Kulturbedingungen Komponenten der EZM, ähnlich wie sie in vivo vorhanden sind, 
selbst zu produzieren (Campochiaro et al. 1986). Equine RPE-Zellen haben 
möglicherweise aufgrund des kulturbedingten Fehlens der Bruch-Membran und somit 
einer EZM, verstärkt EZM-Proteine exprimiert um sich dadurch selbst ein geeignetes 
Substrat zu schaffen. Verschiedene EZM- und EZM-assoziierte Proteine, wie 
beispielsweise Adlican (Gabrielsen et al. 2007), Syndecan-2 (Klass et al. 2000), 
Fibulin-1 und 2 (Argraves et al. 1990), Dystroglycan-1 (Henry and Campbell 1996), 
Thrombospondin-1 (Jaffe 1994), Versican (Wight 2002) und Fibronectin-1 (Gu et al. 
2000) konnten nicht im nativen, jedoch im kultivierten equinen RPE nachgewiesen 
werden (Publikation, Tabelle 1; Proteine 53, 67, 81, 85, 86, 87, 108 und 112). Die 
Expression eines dieser differenziell exprimierten EZM-Proteine (Fibronectin-1) 
wurde weiter mittels PCR, Western Blot und immunzytochemisch validiert und auch 
das Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse dieses Proteins konnte bestätigt 
werden (Publikation, Abb. 2, 3 und 4). Interessant wäre es zu untersuchen, ob die 
Expression von Fibronectin-1 bei kultivierten RPE-Zellen weiterhin nachweisbar 
wäre, wenn man equine RPE-Zellen, anders als bei dieser Studie, auf einer in vitro 
bereits vorhandenen EZM kultivieren würde. Unter den in dieser Studie 
vorherrschenden Kulturbedingungen war Fibronectin-1 jedoch ein EZM-Protein, 
anhand dessen differenzieller Expression man native differenzierte von kultivierten 
equinen RPE-Zellen nachweislich unterscheiden konnte. 
Integrine interagieren mit Glykoproteinen der Basallamina, wie Laminin, Fibronectin 
und Kollagenen – diese sind Bestandteile der basal des RPE gelegenen Bruch-
Membran (Aisenbrey et al. 2006, Afshari and Fawcett 2009). β1-Integrine bilden in 
Kombination mit verschiedenen α-Untereinheiten Heterodimere, die eine 
Bindungsspezifität zu bestimmten Proteinen der EZM aufweisen – so binden α3β1-, 
α6β1- und α7β1-Integrine vornehmlich Laminin; α4β1-, α5β1-, α8β1-, α9β1- und 
αvβ1-Integrine zeigen hohe Affinität zu Fibronectin und α1β1-, α2β1-, α10β1- sowie 
α11β1-Integrine binden hauptsächlich Kollagene (Stipp 2010). So ist erkennbar, dass 
vor allem β1-Integrine in Kombination mit verschiedenen α-Untereinheiten Bindungen 
mit den genannten Proteinen der EZM eingehen (Elner and Elner 1996). Möglich 







vorhandenen EZM-Proteine binden, was eine Erklärung dafür wäre, dass das einzige 
Integrin, welches in den nativen equinen RPE-Zellen identifiziert wurde, CD29 
(Integrin β1) war (Publikation, Tabelle 1; Protein 4). 
Die verstärkte Expression verschiedener Integrine im kultivierten equinen RPE 
könnte im direkten Zusammenhang mit der gleichzeitig erhöhten Expression der 
verschiedenen EZM-Proteine stehen, wie es bereits für die differenzielle Expression 
bestimmter Integrine bei RPE-Zellen des Menschen nachgewiesen wurde (Gullapalli 
et al. 2008). Außerdem sind Integrine nicht nur für die Adhäsion von Zellen an 
Komponenten der EZM verantwortlich, sondern spielen auch eine Rolle bei der 
Proliferation von Zellen (Brizzi et al. 2012). Bei Säugetieren findet nach der Geburt 
grundsätzlich keine Proliferation des RPE mehr statt, jedoch konnte gezeigt werden, 
dass altersbedingte Schäden und der Verlust einzelner RPE-Zellen von 
benachbarten Zellen durch Proliferation repariert werden können (Nagai and Kalnins 
1996). Neuere Studien an RPE von Mäusen haben gezeigt, dass vor allem RPE aus 
der Peripherie des Augenhintergrundes die Fähigkeit zur Proliferation im adulten 
Auge beibehält und den altersbedingten Zellverlust des zentralen RPE durch 
Proliferation und Migration kompensiert (Kokkinopoulos et al. 2011). In vitro hingegen 
proliferieren RPE-Zellen bis sie konfluent sind und eine zusammenhängende 
epitheliale Schicht erreicht haben. Eine Studie an kultivierten RPE-Zellen des 
Menschen konnte zeigen, dass die Expression von Integrin-α5β1 von der Konfluenz 
der Zellen in vitro abhängt (Proulx et al. 2003). Subkonfluente bis konfluente Zellen 
haben auf mRNA- und Proteinebene deutlich mehr Integrin-α5β1 exprimiert als 
postkonfluente RPE-Zellen (Proulx et al. 2003). Als Grund wurde die vorhandene 
Proliferationsfähigkeit subkonfluenter bis konfluenter Zellen, im Gegensatz zu 
ruhenden postkonfluenten RPE-Zellen genannt (Proulx et al. 2003). Da die equinen 
RPE-Zellen in dieser Studie bei der Verwendung für die Versuche subkonfluent bis 
konfluent waren, könnte dies eine weitere Erklärung für die gesteigerte Expression 
der verschiedenen identifizierten Integrine des kultivierten equinen RPE darstellen.  
Neben den beschriebenen Integrinen und EZM-Proteinen wurden noch weitere 
Membranproteine im kultivierten equinen RPE identifiziert, die vor allem eine große 
Rolle bei der Adhäsion von Zellen untereinander spielen - so zum Beispiel γ-Catenin, 
Cadherin-2 und 13, CD56 und CD54 (Publikation, Tabelle 1; Proteine 55, 56, 58, 74 







Interaktion mit klassischen Cadherinen Zellen untereinander verbindet – es stellt eine 
Verknüpfung zwischen einem Cadherin und α-Catenin her, welches wiederum den 
Komplex mit dem Actin-Zytoskelett einer Zelle verbindet (Troyanovsky et al. 1996, 
Witcher et al. 1996). Cadherin-2 stellt ein klassisches Cadherin, ein sogenanntes N-
Cadherin dar (Kotb et al. 2011). Entsprechend unserer Daten des kultivierten 
equinen RPE wird N-Cadherin als dominierendes Cadherin bei RPE-Kulturen des 
Menschen beschrieben (Van Aken et al. 2003, Burke 2008). Cadherin-13 stellt ein 
nicht-klassisches Cadherin, ein sogenanntes T-Cadherin dar (Takeuchi et al. 2007, 
Ciatto et al. 2010). Cadherine vermitteln Ca2+-abhängige interzelluläre Verbindungen 
(Halbleib and Nelson 2006) und spielen daher eine wichtige Rolle bei der Ausbildung 
einer zusammenhängenden epithelialen Schicht von RPE-Zellen (Burke 2008). 
Anders als in vivo findet in vitro eine starke Proliferation der equinen RPE-Zellen 
statt, um diese zusammenhängende Schicht auszubilden. Diese Proliferation der 
equinen RPE-Zellen unter Kulturbedingungen stellt eine mögliche Erklärung für die 
differenzielle Expression interzellulärer Adhäsionsmoleküle, wie der Cadherine dar. 
Die Expression von Cadherin-13 stellt zudem eine Besonderheit des equinen RPE 
dar, da es unseres Wissens nach bisher nur im RPE von Hühnern beschrieben 
wurde (Rizzolo et al. 2007).  
CD56, das auch als neuronales Zelladhäsionsmolekül (N-CAM) bezeichnet wird 
(Lanier et al. 1991), ist ein weiteres Protein, welches ausschließlich im kultivierten 
equinen RPE detektiert wurde (Publikation, Tabelle 1; Protein 75). Wie anhand der 
RPE-Zellen von Ratten gezeigt werden konnte wird CD56 in vivo apikal, zur retinalen 
Seite des RPE exprimiert, was eine enge Verbindung zwischen dem RPE und den 
Photorezeptoren begünstigt (Gundersen et al. 1993, Marmorstein et al. 1998b). Bei 
kultivierten RPE-Zellen der Ratte und der Zelllinie RPE-J hingegen wurde eine 
basolaterale Expression von CD56 beschrieben (Gundersen et al. 1993, Nabi et al. 
1993), was für eine kulturbedingte Umverteilung des Proteins spricht. Es ist möglich, 
dass interzelluläre Interaktionen von CD56-Molekülen benachbarter RPE-Zellen 
(homotypisch) oder Interaktionen von CD56-Molekülen mit Proteinen der EZM basal 
des RPE (heterotypisch) für die Umverteilung der Expression verantwortlich sind 
(Marmorstein et al. 1998b). Daher könnte die Expression bei kultivierten equinen 
RPE-Zellen auf eine kulturbedingt gesteigerte Expression von CD56 zurückzuführen 






oder ihre Bindung an die EZM zu stärken, um eine stabile epitheliale Zellschicht zu 
erzeugen.  
Als weiteres wichtiges Adhäsionsmolekül wurde CD54, auch bekannt als 
interzelluläres Adhäsionsmolekül 1 (ICAM-1) im kultivierten equinen RPE identifiziert 
(Publikation, Tabelle 1; Protein 74). Es handelt sich dabei um ein Glykoprotein, 
welches in der Zellmembran lokalisiert ist und an Zell-zu-Zell- sowie Zell-zu-Matrix-
Verbindungen beteiligt ist (Chen C. L. et al. 2012). Interessant ist die Tatsache, dass 
CD54 mit verschiedenen Bindungspartnern wie beispielsweise Leukozyten-ständigen 
Integrinen interagiert, was zu einer Aktivierung der Leukozyten führt und eine 
transendotheliale Migration dieser induzieren kann (Roebuck and Finnegan 1999). 
Als hauptsächlicher Bindungspartner für CD54 auf Oberflächen von Leukozyten wird 
das Integrin LFA-1 (Lymphozyten funktions-assoziiertes Antigen 1) beschrieben 
(Smith et al. 2003, Smith et al. 2007). Die Rolle von CD54 bei der experimentellen 
autoimmunen Uveitis im Maus- und Rattenmodell wurde in der Vergangenheit 
untersucht (Whitcup et al. 1993, Uchio et al. 1994). In beiden Modellen, bei denen 
Uveitis entweder mit IRBP bei B10.A Mäusen, oder mit S-Ag bei Lewis-Ratten 
induziert werden konnte, wurde der klinische Verlauf der Uveitis nach 
intraperitonealer Gabe von Antikörpern gegen CD54 und LFA-1 in bestimmten 
Zeiträumen beobachtet (Whitcup et al. 1993, Uchio et al. 1994). Zusätzlich zu der 
klinischen Beurteilung von Symptomen wurden Augen einzelner Tiere histologisch 
untersucht. In beiden Studien konnten intraokuläre Entzündungsymptome bei den 
Antikörper-behandelten Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren reduziert oder 
unterdrückt werden (Whitcup et al. 1993, Uchio et al. 1994). In späteren Studien 
konnte bei experimentell ausgelöster Uveitis der Maus eine hochregulierte 
Expression von CD54 in retinalen Gefäßen gezeigt werden, in dessen 
Zusammenhang es zum Zusammenbruch der BRS und einer erhöhten 
Durchlässigkeit von Leukozyten durch retinale Gefäße kam (Xu et al. 2003). Eine 
weitere Studie zur Transmigration von Leukozyten an einem Modell der Blut-Hirn-
Schranke konnte zeigen, dass Leukozyten (vor allem neutrophile Granulozyten) nach 
Stimulation mit TNFα und Streptokokken die epitheliale Barriere überwinden konnten 
(Wewer et al. 2011). Auch bei dieser Studie konnte eine erhöhte Expression des 
Adhäsionsmoleküls CD54 in den epithelialen Zellen des Barrieremodells gezeigt 







und eine Beteiligung von CD54 und LFA-1 bei der Transmigration von Leukozyten 
durch die äußere BRS demonstriert (Devine et al. 1996). Dabei wurden T-
Lymphozyten von S-Ag-immunisierten Ratten auf RPE-Kulturen gesetzt und die 
Transmigration dieser Leukozyten durch das RPE mit Hilfe eines Transmissions-
Elektronen-Mikroskops erfasst (Devine et al. 1996). Die Transmigrationsrate durch 
das RPE konnte mittels Präinkubation der Leukozyten mit einem Antikörper gegen 
LFA-1 und des RPE mit einem Antikörper gegen CD54 deutlich reduziert werden 
(Devine et al. 1996). Alle diese bisherigen Erkenntnisse verdeutlichen, dass CD54 
und dessen Interaktionen mit LFA-1 auf Leukozytenoberflächen eine wichtige Rolle 
bei der Pathogenese entzündlicher Erkrankungen haben und somit auch bei der 
ERU wichtig sein könnten. Gezielte Untersuchungen zur Expression dieses Proteins 
im RPE von an ERU erkrankten Pferden und die Expression seines 
Bindungspartners auf Leukozyten betroffener Tiere könnten eine mögliche 
Beteiligung dieses Adhäsionsmoleküls an der Entwicklung der ERU zeigen. Zudem 
könnten erste Erkenntnisse zur Rolle von LFA-1 und CD54 bei der ERU 
beispielsweise mittels Transmigrationsassays von Leukozyten durch equine RPE-
Zellen gewonnen werden. Dabei könnte man equine Leukozyten und RPE-Zellen zu 
einer erhöhten Expression von LFA-1 bei Leukozyten und CD54 bei RPE-Zellen 
stimulieren und untersuchen, ob daraufhin eine verstärkte Transmigration zu 
beobachten ist.  
Die vergleichende proteomische Analyse des nativen und kultivierten equinen RPE 
lieferte viel Aufschluss über die Expression verschiedener Proteine aus zwei 
unterschiedlichen Zell-Zuständen (nativ und kultiviert). Mit Hilfe der vorangestellten 
Anreicherung von Membranproteinen (84% der 112 identifizierten Proteine waren 
Membranproteine) wurde eine Liste von Proteinen generiert, wie sie bisher für das 
equine RPE nicht vorhanden war. Durch den Einsatz weiterer Methoden wie der 
PCR, des Western Blot und der immunzytochemischen Analyse konnten die 
Ergebnisse für einzelne ausgewählte Proteine (CRALBP, RPE65, CD49c und 
Fibronectin-1) zusätzlich zur massenspektrometrischen Analyse validiert werden. 
Dadurch ist es gelungen Markerproteine festzulegen, die unter gleichen 
Kulturbedingungen native differenzierte deutlich von kultivierten equinen RPE-Zellen 
abgrenzen konnten. Das Ziel dieser Arbeit war es, eine equine RPE-Zelllinie zu 







Rolle des RPE bei der Pathogenese der ERU zu ermöglichen. 
Da laut Definition der Tissue Culture Association (heute: Society for In Vitro Biology) 
eine Primärkultur ab dem Zeitpunkt ihrer ersten Passage als Zelllinie bezeichnet wird 
(Schaeffer 1990) erfüllte die hier untersuchte equine RPE-Kultur mit dem Namen 
eqRPE1 diese Voraussetzung und ist unseres Wissens nach damit die erste 
charakterisierte und publizierte equine RPE-Zelllinie weltweit. Ist der Status der 
jeweiligen Zelllinie bekannt kann man diese weiter als endliche oder permanente 
Zelllinie klassifizieren (Schaeffer 1990). Permanente Zelllinien können entweder 
spontan entstehen, so wie es bei den humanen RPE-Zelllinien K-1034 und D407 
geschah (Kigasawa et al. 1994, Davis et al. 1995), oder sie können, wie im Fall der 
humanen hTERT-RPE-Zellen, der murinen RPET-Zellen oder RPE-J-Zellen aus der 
Ratte, durch biotechnologische Verfahren zu permanenten Zelllinien entwickelt 
werden (Nabi et al. 1993, Kato et al. 1996, Rambhatla et al. 2002). Noch ist 
abzuwarten, ob die in dieser Studie beschriebene equine RPE-Zellline eqRPE1, die 
ohne den Einsatz biotechnologischer Verfahren zur Immortalisierung kultiviert wurde, 
sich zu einer spontanen permanenten Zelllinie entwickeln wird. EqRPE1 hat bis zu 
diesem Zeitpunkt (März 2013) 26 Passagen durchlaufen. Die gute Proliferations- und 
Teilungsfähigkeit deutet bisher auf keine Seneszenz der Zellen hin. Daher können 
die Zellen vervielfältigt werden und somit für zahlreiche funktionelle Versuche unter 
verschiedenen experimentellen Konstellationen verwendet werden.  
Der in dieser Studie durchgeführte Vergleich nativer equiner RPE-Zellen mit der 
Zelllinie eqRPE1 hat gezeigt, dass die Zusammenstellung der Proteine der Zelllinie 
sich durch die Kultivierung gegenüber dem Proteom nativer equiner RPE-Zellen 
verändert hat. Natives equines RPE exprimierte, anders als eqRPE1, weiterhin viele 
Proteine, die sehr spezifische Funktionen von RPE in vivo wiederspiegelten. Hier 
sind zum Beispiel Proteine zu nennen, die eine wichtige Aufgabe im Retinalzyklus 
des RPE verfolgen, wie CRALBP, RPE65 und RDH5 (Huang et al. 2009). Ebenfalls 
zu nennen sind in diesem Zusammenhang CD107a und CD107b, Proteine, die bei 
Bildung von Phagolysosomen und somit bei der Phagozytose des RPE eine Rolle 
spielen (Chen P. M. et al. 2011). Außerdem exprimierte nur natives equines RPE 
MCT1 als spezifisches Transportprotein für Laktat (Philp et al. 2003b) und Kir7.1 ein 
K+-Kanalprotein des RPE verschiedener Säugetiere (Yang et al. 2008b).  







Vorhandensein einer intakten Retina als funktionelle Struktur voraus, wie es unter 
Kulturbedingungen nicht geboten wird. In gewisser Weise stellen Kulturbedingungen 
einen pathologischen Zustand des Auges dar, bei dem das RPE keine 
modulierenden Signale mehr von der Retina empfängt (Rizzolo et al. 2011). Ohne 
der apikal des RPE gelegenen Retina gibt es beispielsweise keine Retinoide, die 
enzymatisch re-isomerisiert werden müssen und somit ist anzunehmen, dass 
Proteine des Retinalzyklus (CRALBP, RPE65, RDH5) unter Kulturbedingungen 
größtenteils überflüssig werden. Gleiches gilt womöglich für Proteine, die in vivo an 
der Phagozytose abgestoßener Segmente von Photorezeptoren beteiligt sind 
(CD107a und b), oder aufgrund des hohen metabolischen Umsatzes der Retina 
anfallendes Laktat abtransportieren müssen (MCT1). Unter Kulturbedingungen fehlt 
apikal des RPE in Form der Retina ein hoch organisiertes neuronales Gewebe 
(Masland 2012), deren einzelne neuronale Zellen über exzitatorische und 
inhibitorische Neurotransmitter, wie Taurin, Glycin und GABA miteinander 
kommunizieren (Miller 2008) - folglich könnte dies die fehlende Expression von 
Transportproteinen für Neurotransmitter im equinen RPE unter Kulturbedingungen 
erklären. Der Verlust der Expression bestimmter Proteine durch Kultivierung und die 
damit verbundene Dedifferenzierung spiegelt jedoch keine Exklusivität des equinen 
RPE wieder, sondern ist typisch für kultivierte RPE-Zellen, sowie Zelllinien 
(Campochiaro and Hackett 1993, Hamel et al. 1993, Alge et al. 2003, Alge et al. 
2006, Ahmado et al. 2011). Oft werden CRALBP und RPE65 wie bei der Ratten-
Zelllinie RPE-J nicht exprimiert (West et al. 2001), oder es wird wie bei der humanen 
RPE-Zelllinie hTERT-RPE und der murinen Zelllinie B6-RPE07 nur CRALBP als 
Markerprotein nachgewiesen (Rambhatla et al. 2002, Chen M. et al. 2008). Neben 
CRALBP und RPE65 wurde bei der Ratten-Zelllinie RPE-J auch die Expression von 
11-cis Retinol Dehydrogenase (dazu gehört RDH5) untersucht (West et al. 2001). 
Auch die Expression dieses Proteins konnte nicht nachgewiesen werden und folglich 
wurden RPE-J-Zellen von den Autoren als nicht angemessen für Retinalzyklus-
assoziierte Experimente beschrieben (West et al. 2001).  
CRALBP und RPE65 sind normalerweise spezifische Proteine differenzierter nativer 
RPE-Zellen, so auch des in dieser Studie untersuchten nativen equinen RPE. 
Deswegen werden CRALBP und RPE65 auch als Differenzierungsmarker von RPE-







besteht daher großes Bestreben danach, RPE-Zellen zu kultivieren und Zelllinien zu 
entwickeln, die RPE65 und CRALBP als Differenzierungsmarker exprimieren. ARPE-
19 stellt als seltene Ausnahme eine solche Zelllinie dar, welche beide Markerproteine 
exprimiert (Dunn et al. 1996). Dies ist unter anderem der Grund dafür, warum ARPE-
19 eine solche Popularität als RPE-Zelllinie in der Forschung genießt.  
Die Auswertung der identifizierten Proteine der equinen RPE-Zelllinie eqRPE1 hat 
gezeigt, dass eqRPE1 gegenüber nativem equinen RPE dedifferenzierte und es lässt 
sich deutlich erkennen, dass adhäsions-assoziierte Proteine (Integrine, EZM-
Proteine, Zelladhäsionsmoleküle) in den Vordergrund traten – möglicherweise 
aufgrund der in vitro fehlenden EZM in Form der basal gelegenen Bruch-Membran. 
Eine Verschiebung zu solchen Proteinen konnte bei der Untersuchung der Gene 
Ontology (GO) im Hinblick auf biologische Prozesse identifizierter Proteine 
demonstriert werden (Publikation, Abb. 1; A und B). Dabei war im kultivierten RPE 
ein deutlicher Rückgang von Proteinen zu verzeichnen, die nach GO 
Transportfunktionen als biologischen Prozess verfolgen (Publikation, Abb. 1; A und 
B). Hingegen war ein deutlicher Anstieg von Proteinen erkennbar, deren biologische 
Funktion nach GO die Zell-Adhäsion ist. Zusätzlich stieg die Expression von 
Proteinen mit Zell-Kommunikations-Funktion in kultivierten RPE-Zellen an und ging 
proportional mit der biologischen Funktion der Zell-Adhäsion einher. Auffallend war, 
dass das Verhältnis beider Prozesse in nativen und kultivierten Zellen gleich 
geblieben ist. Dies ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass Zell-Adhäsion und 
Zell-Kommunikation essenziell für den Erhalt eines zellulären Phänotyps sind (Morley 
et al. 2010), egal ob es sich um native oder kultivierte Zellen handelt. Die Ergebnisse 
decken sich mit jenen einer Studie an RPE-Zellen des Menschen, bei der die 
Proteinexpression von nativen und kultivierten humanen RPE-Zellen auch 
massenspektrometrisch untersucht und verglichen wurde (Alge et al. 2003). Dabei 
wurde festgestellt, dass kultiviertes RPE des Menschen ebenfalls dedifferenzierte 
und eine fehlende Expression von Proteinen mit spezifischen RPE-Funktionen (zum 
Beispiel CRALBP und RPE65) zeigte, wohingegen Proteine, die im Zusammenhang 
mit Adhäsion und Formerhalt der Zelle stehen verstärkt exprimiert wurden (Alge et al. 
2003).  
Die Dedifferenzierung des kultivierten equinen RPE konnte zudem morphologisch 







eqRPE1 pigmentiert (Publikation, Abb. 4; A und F). Melanin und Lipofuscin sind die 
beiden Hauptpigmente des RPE (Dontsov et al. 1999, Zhang X. et al. 2011). Melanin 
hat eine protektive Rolle im RPE und schützt als Antioxidans Zellen vor photo-
oxidativem Stress (Sarna et al. 2003, Zhang X. et al. 2011). Lipofuscin stellt im RPE 
hingegen ein Nebenprodukt bei der Phagozytose äußerer Segmente von 
Photorezeptoren dar und akkumuliert im Laufe des Alterungsprozesses der Retina 
innerhalb des RPE (Zhang X. et al. 2011). Der Verlust der Pigmentierung bei RPE-
Zellen unter Kulturbedingungen stellt ein bekanntes Phänomen dar (Engelmann and 
Valtink 2004, Ahmado et al. 2011) und wurde bereits früh in Kulturen von Hühner-
RPE-Zellen gezeigt (Whittaker 1963). Als Ursache für den Verlust der Pigmentierung 
kultivierter RPE-Zellen wird das Fehlen des Enzyms Tyrosinase beschrieben 
(Biesemeier et al. 2010). Tyrosinase ist ein regulatorisches Schlüsselenzym bei der 
Produktion von Melanin und somit bei der Pigmentation kutaner Zellen der Haut 
(Bae-Harboe and Park 2012), aber auch des RPE (Reinisalo et al. 2012). Im 
Gegensatz zur Haut wird Melanin im RPE nur pränatal synthetisiert und lebenslang in 
sogenannten Melanosomen gespeichert (Biesemeier et al. 2010, Reinisalo et al. 
2012). Daher dünnt in vitro mit jeder Passage das Melanin in den RPE-Zellen aus 
und es wird kein neues nachgebildet (Ahmado et al. 2011). Dieses Phänomen 
konnte auch bei den kultivierten equinen RPE-Zellen beobachtet werden, wo Zellen 
der Passage 4 bereits depigmentiert waren. Bei der humanen Zelllinie ARPE-19 
wurde von Pigmentierung der kultivierten Zellen bei der Erstbeschreibung berichtet 
(Dunn et al. 1996). In neueren Studien konnte unter vergleichbaren 
Kulturbedingungen jedoch keine Pigmentierung der ARPE-19-Zellen nachgewiesen 
werden, wohingegen nach Veränderung des verwendeten Mediums von DMEM/F12 
(1:1) hin zu DMEM mit Pyruvat die Pigmentierung von ARPE-19 re-induziert werden 
konnte (Ahmado et al. 2011). Eine verstärkte Pigmentierung aufgrund Pyruvats 
wurde bereits früher auch bei anderen Zellen wie zum Beispiel kultivierten 
Melanomzellen beschrieben (Nakayasu et al. 1977). Der zugrundeliegende 
Mechanismus dieses Effekts von Pyruvat wird jedoch bislang noch untersucht 
(Ahmado et al. 2011). 
Jegliches Verbringen nativer RPE-Zellen in ein künstliches Umfeld verändert das 
morphologische und funktionelle Verhalten dieser Zellen (Karl et al. 2007). Folglich 







übereinstimmenden Charakteristika zu nativen Zellen. So gibt es zum Beispiel 
vergleichende Studien zwischen humanen fötalen RPE-Zellen (fhRPE) und ARPE-
19, die der Frage nachgingen, welche der untersuchten Zellen nativem RPE 
ähnlicher sind (Ablonczy et al. 2011, Kannan et al. 2011). Dabei wurde anhand der 
Messung transepithelialer Wiederstände von fhRPE und ARPE-19 gezeigt, dass 
fhRPE deutlich höhere Wiederstände erzielte als ARPE-19 (Ablonczy et al. 2011). 
Außerdem konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass fhRPE im Vergleich zu 
ARPE-19 deutlich mehr CRALBP und RPE65 exprimierte (Ablonczy et al. 2011). Des 
Weiteren wurde die Sekretion von VEGF und PEDF zwischen fhRPE und ARPE-19 
verglichen und festgestellt, dass die Sekretion dieser beiden Faktoren bei fhRPE 
mehr dem Sekretionsmuster von RPE-Zellen in vivo entsprach, als bei ARPE-19 
(Ablonczy et al. 2011). So schließen die Autoren aus dieser Studie, dass fhRPE ein 
überlegeneres Kulturmodell nativer RPE-Zellen darstellt als ARPE-19 (Ablonczy et al. 
2011). Jedoch ist es wichtig zu erwähnen, dass selbst das Kulturmedium, indem 
Zellen gehalten werden einen großen Einfluss auf kultivierte Zellen haben kann, wie 
bereits bei der Pigmentierung von ARPE-19 in verschieden zusammengesetzten 
Kulturmedien gezeigt wurde (Ahmado et al. 2011). Eine vergleichende Studie 
zwischen nativen humanen RPE-Zellen und der Zelllinie ARPE-19 unter 
verschiedenen Kulturbedingungen (konfluent, subkonfluent, mit Serum, ohne Serum) 
konnte dies ebenfalls verdeutlichen (Tian et al. 2005). Dabei wurde festgestellt, dass 
ARPE-19-Zellen, die in serumfreiem Medium gehalten wurden, nativen Zellen am 
ähnlichsten waren (Tian et al. 2005). In einer weiteren Studie wurde die 
Phagozytosefunktion von Virus-transfizierten RPE-Zellen des Menschen in 
unterschiedlichen Kulturmedien untersucht (Karl et al. 2007). Auch in dieser Studie 
konnte gezeigt werden, dass verschiedene Kulturmedien unterschiedliche 
Auswirkungen auf die Phagozytosefunktion des RPE haben (Karl et al. 2007). Neben 
dem verwendeten Kulturmedium kann aber auch der Untergrund, auf dem RPE-
Zellen kultiviert werden, Einfluss auf die Proteinexpression von Zellen nehmen. Bei 
einer spontan immortalisierten bovinen RPE-Zellline (tRPE), die auf einer EZM 
kornea-endothelialen Ursprungs kultiviert wurde, konnte eine CRALBP- und RPE65- 
Expression mittels PCR und immunzytochemisch nachgewiesen werden, 
wohingegen nach Kultivierung auf Kunststoff CRALBP deutlich herunterreguliert und 







humane RPE-Zellen entweder auf Kunststoff oder auf humanen Amnionmembranen 
kultiviert (Akrami et al. 2011). Anschließend wurde vergleichend die Expression von 
CRALBP, RPE65, CD68, VEGF und Tyrosinase mittels PCR ermittelt (Akrami et al. 
2011). Dabei konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zu den Kunststoff-kultivierten 
Zellen bei den Amnionmembran-kultivierten RPE-Zellen die Expression von CRALBP 
und Tyrosinase unverändert blieb, jedoch die Expression von RPE65, CD68 und 
VEGF deutlich angestiegen war (Akrami et al. 2011). Die Folgerung der Autoren war, 
dass eine Kultivierung auf Amnionmembranen einer Dedifferenzierung humaner 
RPE-Zellen unter Kulturbedingungen entgegenwirkte (Akrami et al. 2011). Vergleiche 
und Interpretationen von Daten verschiedener Laboratorien müssen daher kritisch 
betrachtet werden (Luo et al. 2006), auch wenn scheinbar gleiche Zellen (zum 
Beispiel humane RPE-Zellen) oder sogar Zelllinien wie ARPE-19 verwendet werden.  
Verschiedene Faktoren bei der Kultivierung equiner RPE-Zellen, wie zum Beispiel 
der Untergrund der kultivierten Zellen, oder das Medium in dem die Zellen gehalten 
worden sind, waren wahrscheinlich ebenso für die Dedifferenzierung von eqRPE1 
verantwortlich. Wie gezeigt werden konnte, kann bei Zelllinien die Ausprägung 
differenzierter Merkmale nativer Zellen durch Veränderungen der Kulturbedingungen 
induziert werden (Tian et al. 2005, Ahmado et al. 2011). Dieser Aspekt wurde in der 
vorliegenden Arbeit nicht untersucht und bietet daher in Zukunft die Möglichkeit 
durch Veränderung des Kulturmediums, durch Zusatzstoffe im Kulturmedium oder 
durch Erprobung verschiedener Substrate (zum Beispiel Kultivierung auf 
verschiedenen extrazellulären Matrices) Einfluss auf den Differenzierungsgrad der 
Zelllinie eqRPE1 zu nehmen und ihr dadurch Bedingungen zu schaffen, welche die 
Expression von Merkmalen nativer equiner RPE-Zellen zulässt, wie zum Beispiel die 
Pigmentation oder die Expression von CRALBP und RPE65. 
Obwohl Zelllinien Kultur-bedingte Unterschiede erfahren bieten sie gegenüber 
nativen Zellen viele Vorteile, wie die jahrelange Verfügbarkeit von charakterisierten 
Zellen gleicher Passage in Zellbanken, sowie die Zugänglichkeit zu Zellen, die nativ 
nur unter hohen finanziellen und zeitlichen Verlusten zu gewinnen wären (Hay et al. 
1996). Außerdem sind Versuche an Zelllinien im Allgemeinen beliebig oft und unter 
verschiedenen experimentellen Konstellationen durchführbar. Zudem stellt die 
Verfügbarkeit gesunder Spenderaugen mit kurzen post-mortem Zeiten bei der 







(Proulx et al. 2004). So ist man bei der Forschung häufig auf die Verwendung 
etablierter Zelllinien wie ARPE-19 angewiesen. Aufgrund der guten Verfügbarkeit 
enukleierter Augen von augengesunden Schlachtpferden mit kurzen post-mortem 
Zeiten besteht für uns die Möglichkeit, primäre RPE-Zellen für bestimmte 
Fragestellungen bei der Forschung (zum Beispiel die Suche nach differenziell 
regulierten Proteinen bei RPE-Zellen gesunder und an ERU erkrankter Tiere, aber 
auch Fragen zur physiologischen Funktion) häufig zu nutzen. Die Arbeit mit primären 
equinen RPE-Zellen stellt jedoch auch eine zeitintensive Präparation und Isolation 
der nativen RPE-Zellen voraus. In diesem Fall stellen gut charakterisierte, sich 
teilende, speziesspezifische Zelllinien, wie eqRPE1 einen großen Vorteil dar. Unter 
der Voraussetzung gleicher Kulturbedingungen, ist zudem die Vergleichbarkeit 
generierter Daten zwischen Laboratorien welche Zelllinien nutzen besser, als 
zwischen solchen, die mit primären Zellen arbeiten.  
Diese Arbeit hat gezeigt, dass equine RPE-Zellen unter Kulturbedingungen ebenfalls 
dedifferenzieren und ihr Zelloberflächenproteom sich grundlegend verändert. 
Nichtsdestotrotz stellt die equine RPE-Zellline eqRPE1 eine bisher nicht dagewesene 
speziesspezifische Zelllinie für die Forschung zur Funktion von RPE-Zellen des 
Pferdes dar. Aufgrund ihres ausgesprochen guten Teilungspotenzials und der 
Expression vieler verschiedener Adhäsions-Moleküle (Integrine, EZM-Proteine und 
Zelladhäsionsmoleküle) kann sie ein hervorragendes Modell der äußeren BRS des 
Pferdes darstellen. Sie ist für zahlreiche funktionelle Studien zur Integrität der 
Barrierestruktur bestens geeignet und bietet die Möglichkeit der vielfachen 
Reproduzierbarkeit von Versuchen unter verschiedenen experimentellen 
Voraussetzungen und Konstellationen. Dabei können die Zellen beispielsweise auf 
speziellen porösen Filtersystemen, sogenannten Transwell-Inserts, kultviert werden. 
Zwei Kompartimente (apikal und basal) und die dazwischen befindliche RPE-Barriere 
simulieren hierbei die physiologische Lage der äußeren BRS des Pferdes in situ. 
Dieses Modell ermöglicht zum Beispiel hypothesenbasierte Studien zur Interaktion 
und Transmigration veränderter Leukozyten durch die äußere BRS, wie es bei an 
ERU erkrankten Tieren vermutet wird. Des Weiteren können unter Verwendung 
dieses Barrieremodells Versuche durchgeführt werden, bei denen zum Beispiel 
equine RPE-Zellen mit Glaskörpern oder mit Seren gesunder und an ERU erkrankter 







darüber gewonnen werden, ob dadurch eine unphysiologische Durchlässigkeit der 
Schranke erreicht werden kann und ob Signale, die eine Transmigration von 
Entzündungszellen durch die Barriere begünstigen, von der Blutseite des RPE oder 
der retinalen Seite zu erwarten sind.  
Jedoch gibt es auch Limitationen bei der Verwendung der Zelllinie, wie 
beispielsweise bei Versuchen, bei denen die Proteinexpression von RPE-Zellen 
gesunder und an ERU erkrankter Pferde verglichen werden soll (vergleichende 
Proteomanalytik). Da das Proteom dynamisch ist und sich mit dem physiologischen 
Zustand der Zelle verändert (Alge et al. 2003, Apweiler et al. 2009), also auch bei 
pathologischen Zuständen, könnte die vergleichende Proteomanalytik viele 
Informationen über differenziell regulierte Proteine der untersuchten Zellen liefern. 
Um Informationen über krankheitsbedingte Veränderungen in der Proteinexpression 
erkennen zu können, wird die Verwendung nativer Zellen, deren Proteom sich nicht 
bereits kulturbedingt verändert hat, vorausgesetzt. Deswegen ist in diesem Fall die 
Verwendung nativer equiner RPE-Zellen der equinen Zelllinie eqRPE1 vorzuziehen.  
Anders als im Bereich der Humanmedizin, wo primäre RPE-Zellen von Spendern mit 
kurzen post-mortem Zeiten einen limitierenden Faktor darstellen (Proulx et al. 2004), 
ist die Verfügbarkeit von enukleierten Augen gesunder Schlachtpferde mit kurzen 
post-mortem Zeiten in der Veterinärmedizin gut und stellt eine für diese Zwecke 
wertvolle Quelle nativer equiner RPE-Zellen dar, die keine kulturbedingten 
Merkmalsveränderungen erfahren haben. 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eqRPE1 eine bisher einzigartige 
Linie equiner RPE-Zellen darstellt, anhand welcher die äußere BRS des Pferdes in 
vitro studiert werden kann. Aufgrund der guten Proliferations- und Teilungsfähigkeit, 
sowie der Expression einer großen Anzahl von Adhäsionsmolekülen ist eqRPE1 in 
der Lage, eine stabile epitheliale Barriere aufzubauen und kann entsprechend für 
Versuche, wie Transmigrationsassays, die eine funktionelle Barriere voraussetzen, 
verwendet werden. Kulturbedingungen haben einen großen Einfluss auf den 
Differenzierungsgrad einer Zelllinie (Tian et al. 2005, Karl et al. 2007, Ahmado et al. 
2011). Dies konnte auch in dieser Studie anhand des Vergleiches zwischen nativen 
und kultivierten RPE-Zellen gezeigt werden. Die mittels vier Methoden verifizierte 
Expression von CRALBP und RPE65 zeichnete eindeutig native equine RPE-Zellen 







RPE-Zellen des Pferdes nachgewiesen werden konnten. Aufgrund der differenziellen 
Expression dieser Proteine, die entweder nur bei nativen (CRALBP, RPE65) oder 
ausschließlich bei kultivierten Zellen (CD49c, Fibronectin-1) nachweisbar waren, 
können diese Proteine hervorragend als Marker verwendet werden, die unter den 
gleichen Kulturbedingungen, native equine RPE-Zellen deutlich von kultivierten RPE-








Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine entzündliche Augenerkrankung bei 
Pferden, die mit einer Prävalenz von circa 10% weltweit die häufigste Ursache für 
den Verlust des Sehvermögens dieser Tiere darstellt. Bei der Pathogenese handelt 
es sich um ein immun-mediiertes Geschehen, bei dem aktivierte T-Lymphozyten die 
äußere Blut-Retina-Schranke (BRS) überwinden und wichtige intraokuläre Strukturen 
zerstören. Gekennzeichnet wird die ERU von wiederkehrenden 
Entzündungsschüben, was sie zum einzigen spontanen Tiermodell der autoimmunen 
Uveitis des Menschen macht.  
Die BRS besteht aus zwei Anteilen, einer inneren und einer äußeren BRS. Die innere 
BRS wird von Endothelzellen retinaler Gefäße, die äußere vom retinalen 
Pigmentepithel (RPE) gebildet. Endothel– und RPE-Zellen werden von interzellulären 
Verbindungen (Tight-Junctions) eng zusammengehalten und bilden daher eine 
funktionelle Barriere zwischen der Blutseite und der retinalen Seite des Auges. Da 
bei der ERU die äußere BRS von den Entzündungszellen transmigriert wird, ist es 
wichtig, diesen zentralen Mechanismus der Entzündung zu verstehen. Für spätere 
funktionelle Studien zur Rolle der äußeren BRS war es das Ziel dieser Studie, eine 
Linie equiner RPE-Zellen zu kultivieren und ihre Proteinexpression mit nativen 
physiologischen RPE-Zellen zu vergleichen. Für diese Arbeit wurden daher native 
und kultivierte equine RPE-Zellen der Passage 4 proteomisch untersucht und die 
exprimierten Proteine beider Zellzustände miteinander verglichen.  
Es konnte gezeigt werden, dass native Zellen Proteine exprimierten, die bekannte 
spezifische Funktionen des RPE erfüllen, wie zum Beispiel die Proteine des 
Retinalzyklus RDH5, CRALBP und RPE65, oder Transportproteine, wie MCT1 für 
Laktat, oder Kir7.1 als Transporter für K+. Die Expression dieser Proteine war in 
equinen RPE-Zellen der Passage 4 nicht nachweisbar, hingegen exprimierten sie 
viele Proteine, die mit biologischen Funktionen wie Proliferation, Kommunikation und 
Zell-Adhäsion assoziiert sind – hierzu zählen die Integrine, Proteine der 
extrazellulären Matrix (unter anderem Adlican, Syndecan-2, Thrombospondin-1 und 
Fibronectin-1), sowie Zelladhäsionsmoleküle wie beispielsweise CD54 und CD56. 
Aufgrund der nachgewiesenen differenziellen Expression von CRALBP und RPE65 







können diese Proteine unter gleichen Kulturbedingungen als verlässliche Marker zur 
Unterscheidung von nativen und kultivierten equinen RPE-Zellen verwendet werden. 
Zu den Proteinen, die in beiden Zellzuständen (nativ und Passage 4) identifiziert 
wurden, zählen unter anderem sechs Zytokeratine, drei Na+/K+ ATPasen, ein Integrin 
(CD29), Basigin, sowie das Glukosetransportprotein GLUT1.  
Im Rahmen dieser Studie ist es gelungen, eine equine RPE-Zelllinie (eqRPE1) zu 
etablieren. Diese Zellen proliferieren und sind in der Lage, in kurzer Zeit eine 
epitheliale Schichtkultur zu bilden. Das macht eqRPE1 zu einem sehr guten Modell 
für funktionelle Studien, die einer solchen epithelialen Barriere bedürfen. Die Vorteile 
dieser Linie sind die Teilungs- und Proliferationsfähigkeit, die eine hohe Anzahl an 
Versuchen unter verschiedenen experimentellen Konstellationen ermöglicht, sowie 
die Fähigkeit der Zelllinie eine stabile Barriere auszubilden, die sie zu einem 
wertvollen Spezies-spezifischen Modell der äußeren BRS macht. Aufgrund der 
kulturbedingten proteomischen Dedifferenzierung der Zelllinie sollten für zukünftige 
Studien zu Veränderungen des RPE bei der ERU native equine RPE-Zellen 
verwendet werden (zum Beispiel bei der differenziellen Proteomanalyse gesunder 
und kranker RPE-Zellen). Die Zelllinie hingegen eignet sich aufgrund der Ausbildung 
einer Barriere bestens für Hypothesen-basierte Studien zur Transmigration von 








Equine recurrent uveitis (ERU) is an inflammatory ocular disease in horses with a 
prevalence of about 10% and is the main cause for loss of vision in these animals 
world-wide. Pathogenesis of the disease is immune-mediated with activated T-
lymphocytes passing the outer blood-retinal-barrier (BRB) and subsequently 
destroying important intraocular structures. Spontaneously recurring episodes of 
inflammation are characteristic which makes ERU the only spontaneous model for 
autoimmune uveitis in human beings. 
The BRB consists of two structures, an inner and an outer BRB. The inner BRB is 
formed by endothelial cells of retinal vessels, the outer BRB by retinal pigment 
epithelial (RPE) cells. Endothelial and RPE cells are tightly held together by 
intercellular tight-junctions and therefore form a functional barrier between the blood 
side and the retinal side of the eye. As inflammatory cells transmigrate through the 
outer BRB in ERU it is of great importance to understand this key mechanism of 
inflammation. In order to perform functional studies on the outer BRB in the future, 
the aim of this study was to generate a line of equine RPE cells and to compare their 
proteomic expression profile to native physiological RPE cells. In this study, equine 
native RPE and RPE of passage 4 were analyzed with proteomics and proteins 
expressed by these two states of cells were compared. 
It was shown that native equine RPE expressed proteins with known RPE-specific 
functions like the visual cycle proteins RDH5, CRALBP and RPE65 or transport- 
proteins such as MCT1 which is a transporter for lactate or Kir7.1, a transporter for 
potassium. Expression of these proteins was not detectable in passage-4 RPE. 
Instead, these cells expressed many proteins which were associated with biological 
functions as proliferation, communication and cell-adhesion – namely integrins, 
extracellular matrix proteins (among others adlican, syndecan-2, thrombospondin-1 
and fibronectin-1), as well as cell-adhesion molecules CD54 and CD56. Due to 
differential expression of CRALBP and RPE65 which were restricted to native equine 
RPE and CD49c and fibronectin-1, only expressed by cultivated equine RPE, these 
proteins could be used as markers to distinguish native from cultivated equine RPE, 
under the same culture conditions. Among the latter of proteins which were 






cytokeratins, three Na+/K+ ATPases, an integrin (CD29), basigin and a transporter for 
glucose (GLUT1).  
In the course of this study, we succeeded in establishing an equine RPE cell-line 
(eqRPE1). These cells proliferate and are able to form an epithelial monolayer within 
a short amount of time. This makes eqRPE1 a very good model for functional studies 
which require an epithelial barrier. Hence, the advantage of this cell-line is the 
capability to multiply and to proliferate, which allows performing numerous 
experiments with different experimental setups. Furthermore, ability of forming a tight 
epithelial barrier makes eqRPE1 a valuable species-specific model of the outer BRB. 
Due to culture associated dedifferentiation of the cell-line, future studies addressing 
ERU-associated differences in equine RPE should be performed with native RPE 
cells (for example differential proteomic analysis of RPE cells of healthy and ERU-
diseased horses). On the other hand, due to the capability of forming a barrier, the 
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